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INTRODUCTION 
I. LES MICROARNS 
Les microARNs (miARNs) sont des petits ARNs non codants d’environ 22 
nucléotides jouant un rôle essentiel dans le contrôle de l’expression génique. Ils sont 
généralement définis comme des ARNs régulateurs qui agissent de manière post-
transcriptionnelle en s’appariant avec la région 3’ non traduite (NT) des ARNm, ce qui 
conduit à l‘inhibition de l’efficacité de traduction et/ou de la stabilité de l’ARNm cible. Ils ont 
été identifiés pour la première fois en 1993 chez le ver Caenorhabditis elegans avec la 
découverte de lin-4, un miARN indispensable au développement du nématode (Lee et al., 
1993; Wightman et al., 1993). Cependant, ce ne fut qu’à partir de 2001 que l’étude de ces 
ARNs régulateurs prit de l’ampleur, suite à l'identification de nombreux petits ARNs 
endogènes exprimés chez le ver, la mouche Drosophila melanogaster, et aussi dans les 
cellules humaines (Lagos-Quintana et al., 2001; Lau et al., 2001; Lee and Ambros, 2001). Ces 
10 dernières années, l’étude des miARNs a attiré une attention remarquable, menant à de 
rapides avancées. Des miARNs ont depuis été identifiés chez la plupart des organismes 
vivants. On compte aujourd’hui plus de 2000 miARNs humains identifiés, séquencés et 
annotés dans le génome (Griffiths-Jones et al., 2008). Chez les mammifères, un miARN 
contrôle en moyenne l’expression de 300 ARNm. Ainsi, il a été estimé que 60% des gènes 
humains ont conservé au cours de l’évolution leurs sites d’appariement aux miARNs. Ces 
gènes semblent donc avoir été soumis à une pression de sélection pour maintenir ce niveau de 
régulation de l’expression génique (Friedman et al., 2009). La découverte des miARNs et de 
leur rôle de régulateurs de l’expression génique a remis en cause le dogme central de gènes 
régulateurs codant nécessairement pour des protéines. Elle a ouvert la voie à l’étude plus 
étendue des ARNs non-codants ayant une fonction de régulation (endo-siARNs, piwi-ARNs, 
long ARNs non-codants…) (Farazi et al., 2008) et qui semblent être indispensables à 
l’évolution et à l’apparition d’organismes de plus en plus complexes (Mattick, 2004). Parmi 
les classes variées de petits ARNs retrouvés chez les mammifères, les miARNs semblent 
jouer un rôle particulièrement important dans de nombreuses pathologies humaines dont le 
cancer. Dans ce travail, j’ai focalisé mon attention sur leurs fonctions, leur implication dans 
les cancers, et plus particulièrement dans le carcinome hépatocellulaire (CHC). 
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1. La biogénèse des miARNs 
1.1. Origine et synthèse 
Près de la moitié des gènes de miARNs de mammifères sont situés dans des introns de 
gènes codant pour des protéines (40%) ou pour des longs ARNs non codant (10%) (Griffiths-
Jones et al., 2008; Rodriguez et al., 2004; Saini et al., 2007). La majorité de ces miARNs 
introniques seraient co-transcrits avec leur gène hôte par l’ARN polymérase II. Cependant, 
plusieurs études montrent qu’environ 30% d’entre eux peuvent aussi être transcrits à partir 
d’un promoteur interne, indépendant du gène hôte (Corcoran et al., 2009; Monteys et al., 
2010; Ozsolak et al., 2008). 
 Les autres loci de miARNs sont organisés en unités de transcription indépendantes et 
environ un tiers sont regroupés en « clusters » (Lee et al., 2002; Lee et al., 2004). Du fait de 
cette organisation particulière, plusieurs miARNs matures vont être produits à partir d'un 
ARN primaire unique et polycistronique de plusieurs kilobases. Cet ARN est transcrit par 
l'ARN polymérase II et possède une coiffe m7G et une queue poly(A) (Cai et al., 2004; Gu et 
al., 2006; Saini et al., 2007). 
La majorité des miARNs sont transcrits par l'ARN polymérase II, mais quelques 
miARNs associés avec des répétitions Alu sont transcrits par l'ARN polymérase III (Borchert 
et al., 2006).  
1.2. La maturation des miARNs 
Le transcrit primaire, appelé pri-miARN, contient des structures secondaires de type 
tige-boucle qui correspondent aux futurs précurseurs des miARNs. Chez les mammifères, la 
voie canonique de maturation du miARN (Figure 1A) débute par l'intervention du 
microprocesseur, un complexe protéique constitué de Drosha et « Di George syndrome 
critical region 8 » (DGCR8), qui génère un second précurseur d’environ 65 nucléotides, 
appelé pré-miARN. Le pré-miARN a une structure tige boucle avec une extrémité 5’ sortante 
de 2 ou 3 nucléotides qui est reconnue par le complexe Exportine 5-RanGTP et permet son 
export nucléaire. Dans le cytoplasme, la RNase III Dicer avec ses partenaires « TAR RNA 
binding protein » (TRBP) et Argonaute 1-4 (AGO) catalysent le second clivage pour produire 
le miARN mature (Hutvagner et al., 2001; Ketting et al., 2001).  
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Figure 1 : La biogénèse des miARNs (Kim et al., 2009) 
Cette étape génère le duplex miARN-miARN* final et permet la formation du « RNA 
Induced Silencing Complex » (RISC) (Chendrimada et al., 2005; Lee et al., 2006). Le duplex 
miARN-miARN* correspond à la partie inférieure de la tige du pré-miARN débarrassée de la 
boucle.  L’un des deux brins du duplex, appelé brin guide (en rouge), reste associé à AGO 
(Hutvagner and Zamore, 2002). L’autre brin, miARN* ou brin passager (en bleu) est exclu du 
complexe RISC et dégradé. C’est la stabilité d'appariement nucléotidique des deux extrémités 
du duplex miARN-miARN* qui semble déterminer la sélection de l’un des deux brins. Ainsi, 
A B 
C 
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le brin le plus faiblement apparié à son extrémité 5’ est majoritairement incorporé (Khvorova 
et al., 2003; Schwarz et al., 2003). Cependant, certains pré-miARNs génèrent des miARNs 
matures provenant des deux brins à une fréquence comparable. De plus, il a été clairement 
démontré que certains miARN* sont fonctionnels et peuvent induire la répression de leurs 
gènes cibles in vivo (Okamura et al., 2008; Ro et al., 2007; Yang et al., 2011). Ils sont alors 
distingués par la notation miR-x-3p (brin en 3’) et miR-x-5p (brin en 5’) (Ro et al., 2007; 
Okamura et al., 2008; Kuchenbauer et al., 2011). La maturation des miARNs introniques 
(Figure 1B) débute avant la fin de l’épissage de l’ARNm. Le microprocesseur reconnaît et 
clive directement la structure tige-boucle dans l’intron pour générer le pré-miARN. Chez D. 
melanogaster et les mammifères, certains miARNs appelés mirtrons (Figure 1C) sont situés 
dans des introns courts et peuvent contourner l’étape faisant intervenir le microprocesseur. 
Après l'épissage de l'ARNm mature, l'intron excisé est directement reconnu comme un pré-
miARN et exporté par le complexe Exportine 5-RanGTP. 
1.3. Le complexe RISC 
Le complexe RISC est un terme générique pour une famille hétérogène de complexes 
moléculaires programmés pour éteindre l’expression de gènes cibles. Il est caractérisé par la 
présence d’une protéine effectrice de la famille AGO et un petit ARN (siARN ou miARN) 
servant de guide au complexe en s’appariant avec un ARN cible. Chez les mammifères, il 
existe quatre protéines AGO (AGO1-4). Toutes les protéines AGO sont capables de se lier 
avec la même affinité à un duplex ARN-ARN (Liu et al., 2004; Meister et al., 2004), et sont 
redondantes pour l’utilisation des miARNs (Su et al., 2009). Pourtant seule AGO2 possède 
une activité catalytique de clivage d’un ARNm cible lorsqu’elle est associée à un 
siARN/miARN parfaitement complémentaire à la cible. Les protéines GW182 (TNRC6A, B 
et C chez les mammifères) sont également trouvées au sein des complexes RISC où elles 
jouent un rôle clé dans la répression de l’expression induite par les miARNs, en induisant la 
dégradation des ARNm cibles (voir section I.3) (Eulalio et al., 2008; Jakymiw et al., 2005; 
Liu et al., 2005; Rehwinkel et al., 2005). Les protéines AGO interagissent directement avec 
les protéines GW182 qui sont des composants de foci cytoplasmiques appelés « corps-P » qui 
contiennent des enzymes de dégradation des ARNm et sont impliqués dans le catabolisme 
et/ou le stockage des ARNm non traduits (Eulalio et al., 2008; Jakymiw et al., 2005; Liu et 
al., 2005; Rehwinkel et al., 2005).  
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2. L’interaction miARN-ARNm 
La régulation de l’expression génique exercée par chaque miARN est spécifique et se 
fait via l’appariement d'un miARN mature associé au complexe RISC avec une séquence 
partiellement complémentaire située généralement dans la région 3' NT de l’ARNm cible. La 
mise en place et la stabilité de cet appariement sont primordiales pour la fonctionnalité du 
miARN et de nombreuses études sur ce sujet ont permis d’établir les critères moléculaires 
décrits ci-dessous. 
2.1. Les différents types d’appariement 
2.1.1. Les appariements conventionnels 
La caractéristique la plus importante est un appariement parfait de type Watson et 
Crick entre l’ARNm cible et les nucléotides 2 à 7 en 5’ du miARN qui constituent la séquence 
graine du miARN ou plus explicitement, la région de nucléation à l'origine de l’interaction 
entre le miARN et l’ARNm cible (Bartel, 2009). 
Cinq types principaux de séquences graines conservées ont été identifiés (Lewis et al., 2005) 
(Figure 2) :  
 
Figure 2 : Les appariements miARN/ARNm conventionnels (Bartel, 2009) 
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· Les sites canoniques : 
 
o Le site « 7mer-A1 » correspond à un appariement parfait de 6 nucléotides du 
nucléotide 2 à 7 et un A en face du nucléotide 1 du miARN 
 
o Le site « 7mer-m8 » possède un appariement de type Watson et Crick 
supplémentaire au niveau du nucléotide 8 du miARN, mais pas de A en face 
du nucléotide 1 
 
o Le site « 8mer » contient un appariement de type Watson et Crick 
supplémentaire au niveau du nucléotide 8 et un A en face du nucléotide 1 du 
miARN 
 
· Les sites marginaux : 
 
o Le site « 6 mer » correspond à un appariement parfait de 6 nucléotides du 
nucléotide 2 à 7  
 
o Le site « 6 mer compensé » où l’appariement se situe du nucléotide 3 à 8 
Les sites 8mer sont les moins conservés mais les plus efficaces, suivis des 7mer-m8 et 7mer-
A1, puis les sites 6mer. Les sites 6mer présentent une probabilité plus forte d’être conservés 
car ils sont plus courts mais ils sont beaucoup moins efficaces pour générer une interaction 
miARN-ARNm stable (Bartel, 2009). 
Des mésappariements sont généralement trouvés dans la région centrale des miARNs 
(nucléotides 9-12) empêchant le clivage endonucléolytique de l’ARNm cible dans le cas d’un 
complexe RISC contenant AGO2. Toutefois, la région 3’ contient souvent quelques 
appariements qui pourraient permettre de stabiliser l’interaction du miARN avec sa cible, 
mais certains cas particuliers ont été identifiés. 
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2.1.2. Les appariements non-conventionnels 
D’autres types de sites d’appariements de miARNs, plus rares, ont également été 
définis (Figure 3) : 
 
Figure 3 : Les appariements non-conventionnels (Bartel, 2009) 
· Le site « 3’ supplémentaire » possède un second appariement de type Watson et Crick 
en 3’ du miARN au niveau des nucléotides 13 à 16. Ceci améliore la spécificité et la 
stabilité de l’interaction (Brennecke et al., 2005). 
 
· Le site « 3’ compensatoire » contient un mésappariement ou un appariement de type 
wooble (G-U) dans la région graine mais un appariement étendu en 3’ qui compense 
l’appariement imparfait de la région graine (Grimson et al., 2007). 
 
· Le site « central »  (non représenté) qui correspond à un appariement parfait de onze 
nucléotides dans la région centrale du miARN pouvant entrainer un clivage de 
l’ARNm cible (Yekta et al., 2004; Davis et al., 2005; Shin et al., 2010).   
 
2.2. Modèle de reconnaissance du miARN avec sa cible 
 
Le miARN associé au complexe RISC se fixe directement sur la protéine AGO de 
manière à ce que la séquence graine soit positionnée pour favoriser un appariement efficace 
avec la cible (Figure 4A). 
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Figure 4 : Modèle de reconnaissance du miARN avec sa cible (Bartel, 2009) 
Le premier nucléotide du miARN, tourné à l’opposé de l'hélice, et les nucléotides 9 à 11 
opposés à l’ARNm cible ne sont pas accessibles pour la liaison. Le reste du miARN est lié 
dans une configuration qui n'a pas été organisée pour un appariement efficace. Un A en 
position 1 du site serait reconnu directement par AGO ou une autre protéine du complexe 
RISC (Figure 4B). Les rares sites ayant une séquence graine qui s’étend dans la région 
centrale du miARN libèreraient la partie 3’ du miARN de l’emprise d’AGO (Figure 4C). 
Ceci permettrait la formation d’un duplex miARN-ARNm plus long et l’apparition d’un site 
de clivage pour AGO, similaire à celui des siARNs (Figure 4D). Les sites présentant en 3’ un 
appariement supplémentaire du nucléotide 13 à 16 peuvent entraîner la formation d’une 
seconde courte hélice sans perturber la protéine AGO. La présence d’une telle boucle 
préviendrait le clivage endonucléolytique catalysé par AGO, et de ce fait distinguerait le 
mécanisme de répression induit par les miARNs chez les plantes et les métazoaires (Figure 
4E). 
D’après l’ensemble des données expérimentales, les miARNs ciblent 
préférentiellement la région 3’NT des ARNm. Plus rarement, les miARNs ont aussi été 
décrits comme ciblant la région 5’NT (Lytle et al., 2007), la région codante (Tay et al., 2008) 
et même certains promoteurs (Huang et al., 2011; Kim et al., 2008; Place et al., 2008; 
Younger and Corey, 2011). Une hypothèse pour cette préférence d’interaction serait que le 
complexe d’initiation de la traduction limiterait l’association du complexe RISC avec la 
région 5’NT et la séquence codante (Gu et al., 2006).  Mais la prévalence d’interaction avec la 
région 3’NT pourrait résulter d’un biais dû à la focalisation des études sur cette région 
particulière de l'ARNm et le manque d’outils bioinformatiques de prédiction prenant en 
compte les interactions entre miARNs et les autres régions cibles. 
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2.3. Les outils bioinformatiques de prédiction 
Aujourd’hui il existe une dizaine de logiciels bioinformatiques de prédiction des cibles 
géniques des miARNs (Figure 5). Ils sont basés sur les règles d’appariement décrites 
précédemment entre un miARN et l’ARNm cible (John et al., 2004; Krek et al., 2005; Lewis 
et al., 2005 ; Min and Yoon, 2010) : 
· la présence d’un appariement parfait entre la séquence graine du miARN et la cible 
· le type et le nombre de sites 
· la conservation des sites de fixation du miARN, ce qui favorise l’identification de sites 
fonctionnels sélectionnés au cours de l’évolution.  
 
Figure 5 : Les outils bioinformatiques de prédiction des gènes cibles des miARNs (Min and Yoon, 2010) 
En effet chez les métazoaires, la région 5’ des miARNs contenant la séquence graine est la 
séquence la plus conservée (Lim et al., 2003). Chez les mammifères, la majorité des gènes 
codant pour des protéines ont évolué pour maintenir spécifiquement des séquences 
complémentaires aux séquences graines d’un ou plusieurs miARNs (Friedman et al., 2009; 
Lewis et al., 2005). Parallèlement, de nombreux gènes ont évolué pour éviter spécifiquement 
de contenir des séquences complémentaires à la graine de miARNs fortement co-exprimés 
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dans les mêmes cellules (Farh et al., 2005; Stark et al., 2005). Un appariement de 6 
nucléotides au niveau de la séquence graine en 5’ sans appariement en 3’ peut être suffisant 
pour inhiber un gène cible (Brennecke et al., 2005). De plus, des substitutions dans la 
séquence graine, donnant lieu à des mésappariements miARN-ARNm, empêchent la 
répression de l’expression de la cible (Brennecke et al., 2005; Doench and Sharp, 2004; 
Kloosterman et al., 2004). 
D’autres facteurs que l’appariement lui-même interviennent dans la reconnaissance 
d’une séquence cible par un miARN et dans sa fonctionnalité. L’accessibilité du site de 
fixation peut être influencée par la structure secondaire de l’ARNm. La position du site de 
fixation à plus de 15 nucléotides du codon stop et la présence de sites de fixation pour 
d’autres miARNs, ainsi que de régions riches en A/U à proximité, semblent favoriser la 
répression de la cible par le miARN (Didiano and Hobert, 2006; Grimson et al., 2007; Nielsen 
et al., 2007; Sun et al., 2010; Vella et al., 2004). 
La simple prédiction de la présence d’un site de fixation d'un miARN dans un ARNm 
est insuffisante pour présumer de sa réalité biologique. Des validations expérimentales sont 
nécessaires dans chaque cas pour démontrer que la cible prédite est bien une cible 
fonctionnelle du miARN dans des conditions se rapprochant le plus possible du contexte 
cellulaire où s’exprime le miARN endogène. Chaque logiciel de prédiction utilise des 
paramètres et des algorithmes mathématiques quelque peu différents (Witkos et al., 2011), 
d’où l’intérêt de croiser les prédictions obtenues par chacun d’entre eux. Au cours de ma 
thèse, j’ai préférentiellement utilisé le logiciel miRWalk (Dweep et al., 2011) car il croise ses 
résultats de prédiction avec ceux de 9 algorithmes différents et prend en considération les 
interactions entre un miARN et les différentes régions possibles (5’NT, séquences codantes, 
3’NT et séquences promotrices). 
 
3. Les mécanismes d’action des miARNs 
Classiquement, les miARNs sont considérés comme des régulateurs négatifs de 
l'expression génique ; ils agissent dans le cytoplasme au niveau post-transcriptionnel en 
ciblant principalement les régions 3’NT de leurs ARNm cibles. Cependant au cours de ces 
dernières années, différentes études ont révélé que les miARNs pouvaient aussi (i) être des 
régulateurs positifs de l’expression génique, (ii) cibler les régions codantes, les régions 5’NT 
et  les promoteurs  (iii) et agir dans le noyau comme régulateurs transcriptionnels. 
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3.1. Les mécanismes d’action post-transcriptionnels 
Le miARN mature associé au complexe RISC s’apparie à l’ARNm cible et inhibe son 
expression par l’intermédiaire de différentes protéines du complexe RISC. Malgré les 
différences de reconnaissance d’une cible par un miARN, il est maintenant clairement établi 
que les miARNs contrôlent l'expression génique en réprimant la traduction des ARNm cibles 
et/ou en induisant leur dégradation via un mécanisme dépendant de la déadénylation. 
Toutefois, les mécanismes moléculaires mis en jeu sont encore sujet à de fortes controverses. 
Les facteurs associés au complexe RISC qui sont indispensables à la régulation de 
l’expression génique au niveau post-transcriptionnel par les miARNs sont les suivants :  
· AGO 1-4  
· GW182 
· « poly(A) binding protein » (PABP) 
·  les composants du complexe de déadénylation (CAF1, CCR4-NOT) 
·  les facteurs intervenant dans l’enlèvement de la coiffe (DCP1, DCP2) 
 
3.1.1. Inhibition de l’expression génique 
3.1.1.1. Inhibition de la traduction 
 
L’initiation de la traduction requiert de nombreux facteurs qui sont recrutés au niveau 
de l’ARNm grâce à la coiffe et à la queue poly(A). Ces facteurs coopèrent pour promouvoir la 
formation du complexe d’initiation de la traduction : 
Dans le cytoplasme, le complexe d’initiation eIF4F (Figure 6) contient eIF4E, la protéine de 
liaison à la coiffe, eIF4G une protéine d'échafaudage et eIF4A, une hélicase ARN-dépendante 
(Kahvejian et al., 2005; Tarun et al., 1997). EIF4G interagit avec le facteur d’initiation eIF3 
qui recrute la sous-unité ribosomale 40S. La PABP associée à la queue poly(A) interagit avec 
eIF4G, ce qui permet le rapprochement des 2 extrémités de l’ARNm. Cette interaction permet 
au transcrit de prendre une conformation circulaire qui favorise le recyclage de la grande 
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Figure 6 : Le complexe d'initiation de la traduction chez les eucaryotes (Robaglia and Caranta, 2006) 
Différentes études ont révélés que les miARNs peuvent inhiber la traduction pendant 
et après l’initiation de la traduction et plusieurs modèles de mécanisme d’action ont été 
proposés :  
· Blocage de l’initiation de la traduction (Figure 7A) : 
 
AGO2 se fixe à la coiffe via un motif ressemblant à celui d’eIF4E (Kiriakidou et al., 2007), ce 
qui empêcherait la reconnaissance de la coiffe par eIF4F et inhiberait l’association de la sous-
unité 40S avec l’ARNm (Mathonnet et al., 2007; Thermann and Hentze, 2007). Les miARNs 
pourraient aussi empêcher l’ARNm de prendre une structure circulaire suite à la 
déadénylation de l’ARNm ou grâce à GW182 par une interaction avec les PABP (Izaurralde 
and Zamore, 2009; Zipprich et al., 2009). De plus, eIF6, une protéine qui empêche 
l’association prématurée des sous-unités 40S et 60S du ribosome, a été retrouvée associée au 
complexe RISC (Chendrimada et al., 2007). Les miARNs pourraient donc inhiber le 
recrutement de la sous-unité 60S sur le transcrit et de ce fait empêcher l’initiation de la 
traduction. 
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· Blocage après initiation de la traduction (Figure 7B) :  
 
Certains auteurs ont proposé que la chaîne naissante polypeptidique pourrait être 
dégradée au cours de la traduction (Nottrott et al., 2006) ou encore que l’élongation pourrait 
être bloquée ce qui dissocierait prématurément le ribosome (Petersen et al., 2006). 
 
 
Figure 7 : L'inhibition de la traduction par les miARNs (Fabian et al., 2010) 
3.1.1.2.  Augmentation de la dégradation des ARNm 
Alors que les études initiales sur le rôle des miARNs montraient que le niveau 
d’expression des ARNm réprimés restait inchangé et suggérait que la répression dépendante 
des miARNs n’affecte pas la stabilité des ARNm (Olsen and Ambros, 1999; Seggerson et al., 
2002; Wightman et al., 1993), de plus en plus d’études ont montré depuis, que la répression 
A 
B 
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de l’expression de nombreuses cibles de miARNs s’accompagne de leur déadénylation et de 
leur dégradation (Eulalio et al., 2009; Giraldez et al., 2006; Lim et al., 2005; Wakiyama et al., 
2007; Wu et al., 2006). Lorsque les miARNs ont un long appariement complémentaire avec 
leur ARNm cible, ils peuvent entrainer le clivage endonucléolytique de celle-ci. Mais ce cas 
reste rare dans les cellules animales et la grande majorité des appariements sont partiellement 
complémentaires. Différentes études montrent que les miARNs entrainent deux réactions 
aboutissant à la dégradation de l’ARNm ciblé (Figure 8) (Fabian et al., 2010).  
 
 
Figure 8 : L'activation de la dégradation des ARNm par les miARNs (Fabian et al., 2010) 
· Première étape : La déadénylation   
 
GW182 recrute le complexe de déadénylation CCR4-NOT et lorsqu’un nombre minimum de 
résidus adénosine est éliminé, l’ARNm peut être dégradé par l’exosome, un complexe 
protéique contenant différentes activités exonucléase 3’-5’. 
· Deuxième étape : L’enlèvement de la coiffe  
 
L’ARNm est engagé dans une dégradation rapide, le complexe enzymatique dipeptidyl 
carboxypeptidase 1 et 2 (DCP1, DCP2) hydrolyse la coiffe. L’ARNm non protégé en 5’ est 
rapidement dégradé par XRN1, une exonucléase 5’-3’ (Behm-Ansmant et al., 2006; Chen et 
al., 2009; Eulalio et al., 2009; Eulalio et al., 2007; Rehwinkel et al., 2005). 
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3.1.1.3. Traduction et/ou dégradation ?  
Si les mécanismes exacts permettant la répression traductionnelle sont encore sujets à 
controverse, il paraît clair que les miARNs peuvent inhiber l’expression de leurs cibles aussi 
bien par des mécanismes d’inhibition de la traduction que par la dégradation des ARNm 
Récemment, des approches globales protéomique et transcriptomique, ont montré que la 
grande majorité des cibles réprimées par un miARN présentent une diminution du niveau de 
l’expression de leur ARNm qui reflète la diminution en protéine (Baek et al., 2008; Guo et al., 
2010; Hendrickson et al., 2009; Selbach et al., 2008). On peut émettre l’hypothèse que les 
deux types de mécanismes sont en fait couplés. La dégradation des ARNm pourrait 
finalement être une conséquence du blocage de la traduction, et inversement, la déadénylation 
pourrait conduire indirectement à une inhibition de la traduction. En effet, GW182 interagit 
avec PABP et entraine la déadénylation de l’ARNm en recrutant le complexe CCR4-NOT 
(Zekri et al., 2009). Cette interaction pourrait intervenir de différentes manières dans la 
répression de l’expression génique dépendante des miARNs (Wakiyama et al., 2007). Tout 
d’abord, la déadénylation provoque une inhibition de la traduction, en empêchant l’ARNm de 
prendre une conformation circulaire (Fabian et al., 2009). Par ailleurs, elle induit une 
augmentation de la dégradation en entrainant une dégradation par l’exosome, qui précède la 
dégradation de l’ARNm grâce à l’enlèvement de la coiffe par DCP1 et DCP2 et la digestion 
par XRN1 (Huntzinger et al., 2010). Les incertitudes concernant l’ordre et le lien éventuel 
entre les évènements restent à élucider, mais des études récentes indiquent que l’inhibition 
traductionnelle constituerait la première étape, suivie de la déadénylation, puis de la 
dégradation de l’ARNm (Bazzini et al., 2012; Djuranovic et al., 2012). Les différentes 
stratégies expérimentales utilisées peuvent justifier les données contradictoires obtenues sur 
les mécanismes d’action des  miARNs. Par exemple, les méthodes de transfection cellulaire 
(Lytle et al., 2007) ou encore les promoteurs des gènes rapporteurs utilisés peuvent favoriser 
un mode de régulation par rapport à un autre (Kong et al., 2008). 
3.1.2. Activation de l’expression génique 
Dans des situations spécifiques, les miARNs peuvent activer plutôt que réprimer 
l’expression génique au niveau post-transcriptionnel. Ces mécanismes peuvent faire intervenir 
une interaction directe ou non entre le miARN et sa cible, en collaboration ou non avec des 
« RNA Binding Proteins » (RBP). 
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3.1.2.1. Exemples de miARNs augmentant directement l’expression génique 
 
· Augmentation de la traduction en fonction de la physiologie cellulaire (Figure 9) : 
 
En fonction de la physiologie cellulaire, les miARNs peuvent inhiber ou activer l’expression 
de certains gènes en ciblant directement leurs régions 3’NT. La présence de GW182 (dans les 
cellules proliférantes) ou de FXR1a (dans les cellules quiescentes) dans le complexe RISC 
conduit respectivement à la répression ou à l’activation de la traduction de TNFa et KLF4 par 
miR-369-3p et miR-206/miR-344. Le même mécanisme a été identifié chez Xenopus Levis où 
l’ARNm Myt1 est activé par xl-miR16 (Lin et al., 2011; Mortensen et al., 2011; Vasudevan et 
al., 2007). 
 
Figure 9 : Augmentation de la traduction en fonction de la physiologie cellulaire (Vasudevan, 2012) 
 
· Augmentation de la traduction par ciblage des régions 5’ ou 3’NT (Figure 10) : 
 
MiR-122, un miARN spécifique du foie, stimule la traduction de l'ARN du VHC en 
reconnaissant deux sites cible dans la région 5'NT. MiR-346 interagit avec la région 5'NT de 
RIP140 et augmente sa traduction dans le tissu cérébral de souris.  MiR-145 cible la région 
3'NT de l'ARNm de la myocardine et augmente son expression au cours du développement du 
muscle lisse. Mmu-miR34a/34b-5p reconnaît la région 3'NT de la β-actine et augmente sa 
traduction dans les cellules neuronales murines (Cordes et al., 2009; Ghosh et al., 2008; 
Henke et al., 2008; Tsai et al., 2009a). 
 
Figure 10 : Augmentation de la traduction par ciblage des régions 5' ou 3'NT (Vasudevan, 2012) 
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3.1.2.2. Exemples de miARNs induisant indirectement l’expression génique 
 
· Inhibition de la répression de l’expression génique induite par les miARNs grâce aux RBP 
(Figure 11) : 
 
Certaines RBP, tels que HuR (Bhattacharyya et al., 2006) et DND1, peuvent se lier aux 
éléments riche en A/U dans les régions 3’NT d'ARNm cibles et empêcher l’effet régulateur du 
miARN en modifiant la structure secondaire de l’ARNm cible et en limitant l’accès au site de 
fixation du miARN (Kedde et al., 2007). 
 
Figure 11 : Inhibition de la répression de l'expression génique induite par les miARNs grâce aux RBP (Vasudevan, 
2012) 
 
· Inhibition de la répression de l’expression génique induite par les miARNs grâce aux 
pseudogènes et à AGO10 (Figure 12) : 
 
Les pseudogènes de PTEN et KRAS possèdent les mêmes sites de fixation des miARNs que 
leurs gènes respectifs. Par un mécanisme de compétition, miR-19b et miR-20a sont piégés par 
l’ARN codés par les pseudogènes, ce qui libère les ARNm cibles et augmente leur expression. 
Chez Arabidopsis thaliana, AGO10 capture miR-165 et miR-166, ce qui les empêche de se 
lier à AGO1 et de réprimer leurs cibles (Poliseno et al., 2010; Zhu et al., 2011). 
 
Figure 12 : Inhibition de la répression de l'expression génique induite par les miARNs grâce aux pseudogènes et à 
AGO10 (Vasudevan, 2012) 
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· Inhibition de la répression de l’expression génique induite par les miARNs par 
modification d’AGO ou du miARN (Figure 13) : 
 
Les protéines AGO peuvent être modifiées par poly-ADP ribosilation (pADPr) en réponse à 
des conditions de stress comme la privation en acides aminés ou en glucose, empêchant son 
association aux ARNm cibles. Dans la maladie de Parkinson, le mutant LRRK2 phosphoryle 
4E-BP1 (p4EBP1), qui s’associe à AGO et abroge la répression par Let-7 et miR-184*. Les 
miARNs peuvent également être modifiés par urydilation à leur extrémité 3 '. C’est le cas de  
miR-26a et miR-26b qui inhibent l'expression d'IL6. Leurs urydilation diminue leurs stabilité 
et donc limite leur effet répresseur (Gehrke et al., 2010; Jones et al., 2009). 
 
 




3.2. Les mécanismes d’action transcriptionnels 
Les miARNs sont prédits pour cibler avec une forte complémentarité de nombreuses 
séquences promotrices dans le génome entier (Portnoy et al., 2011; Younger and Corey, 
2011). De plus, différents facteurs appartenant au complexe RISC ont été détectés dans le 
noyau et les mitochondries (Bandiera et al., 2011; Cernilogar et al., 2011; Robb et al., 2005; 
Tan et al., 2009), ce qui suggère que les miARNs régulent également l'expression des gènes 
dans des compartiments cellulaires autres que le cytoplasme. Dans les cellules humaines, les 
miARNs arrivés à maturation dans le cytoplasme peuvent être importés dans le noyau (Liao et 
al., 2010) grâce à l’Importine 8 (Weinmann et al., 2009) pour réguler l'expression des gènes 
au niveau transcriptionnel. 
Les miARNs peuvent cibler les séquences promotrices par deux mécanismes d’action : le « 
RNA Induced Transcriptional Silencing » (RITS) et l’activation ARN (ARNa) qui 
respectivement diminue ou augmente l’activité transcriptionnelle par des mécanismes 
moléculaires qui restent encore à élucider. 
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3.2.1. L’inhibition par RITS 
Le RITS a initialement été décrit chez la levure et les plantes, dans la mise en place de 
l’hétérochromatine (Verdel et al., 2009) (Figure 14). 
 
Figure 14 : La formation de l'hétérochromatine chez la levure par RITS (Verdel et al., 2009) 
Chez la levure, l’ARN polymérase II transcrit un ARN non codant à partir des éléments 
répétés du génome. Le « RNA dependent RNA Polymerase Complex » (RDRC), génère un 
ARN antisens au transcrit issu des éléments répétés. Cette étape aboutit à la formation d’un 
duplex ARN-ARN qui va être reconnu et utilisé par Dicer (DCR1 sur la Figure 14) comme 
matrice pour produire des siARNs. Ces petits ARNs s’associent à AGO1 dans le complexe 
RITS, contenant aussi les protéines Tas3 et Chip1, et permettent son adressage sur le transcrit 
primaire par complémentarité des bases. Ensuite, le complexe RITS localisé au niveau des 
régions hétérochromatiques induit la méthylation des histones H3 sur la lysine 9 (H3K9me) 
catalysé par le complexe Clr4, ce qui permet le recrutement des protéines de liaison à 
l’hétérochromatine tels que Swi6/HP1. La liaison de la protéine HP crée une plateforme qui 
permet la propagation du complexe « Snf2/Hdac-containing repressor complex » (SHREC), 
composé de Clr1, Clr2, Clr3 et Mit1, qui permet la propagation de la répression de 
l’expression génique par méthylation (Sugiyama et al, 2007). 
Très récemment, Younger et al. (Younger and Corey, 2011) ont identifié plusieurs 
analogues de miARNs (miR-423-5p, miR-372, miR-373, miR-520c-3p) qui inhibent 
l'expression de récepteurs de la progestérone (PR). Un ARN non codant est transcrit à partir 
du promoteur de PR. Cet ARN est reconnu de manière parfaitement complémentaire par les 
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miARNs associés à AGO2, ce qui induit la méthylation des H3K9me au niveau du promoteur 
PR. Ces résultats suggèrent que les changements épigénétiques ont été induits par RITS. 
Par analyse informatique, différents miARNs présentant une complémentarité parfaite 
avec des séquences promotrices ont été identifiés. Parmi eux, miR-320 est transcrit à partir du 
promoteur du gène POLR3D, dans une orientation antisens. Il induit une diminution de 
l’expression de POLR3D en ciblant son promoteur. Associé aux protéines AGO1, H3K27me3 
et EZH2, une méthyltransférase d'histone, miR-320 inhiberait l’expression de POLR3D en 
modifiant la structure de la chromatine via le complexe RITS (Kim et al., 2008). 
3.2.2. L’activation par ARNa 
Un petit ARN double brin peut cibler de manière partiellement complémentaire (Li et 
al., 2006; Matsui et al., 2010) les promoteurs et activer l'expression génique par 
l'intermédiaire d'un processus appelé activation ARN (ARNa) (Portnoy et al., 2011) (Figure 
15). Deux mécanismes moléculaires ont été décrits jusqu’à présent. Le petit ARN associé à 
AGO peut cibler le promoteur directement en formant un duplex ARN-ADN (Figure 15A) ou 
par l’intermédiaire d’un ARN non-codant transcrit à partir du promoteur (Figure 15B). 
 
Figure 15 : L'activation de la transcription par ARNa (Portnoy et al., 2011) 
A B 
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Ces dernières années, plusieurs travaux ont montré que certains miARNs nucléaires activent 
l’expression génique en s'appariant avec une forte complémentarité à des séquences 
promotrices de gènes cibles (Huang et al., 2011; Kim et al., 2008; Place et al., 2008; Younger 
and Corey, 2011). Cette observation a conduit à l'hypothèse que ces miARNs pourraient 
également déclencher la transcription par ARNa. MiR-373 est capable d’activer l'expression 
de l’E-cadhérine (CDH1) et de la « Cold-shock domain-containing protein C2 » (CSDC2) 
grâce à un appariement complémentaire de plus de 80% avec le promoteur de ces gènes. Par 
ailleurs, miR-744 présente une complémentarité de plus de 90 % avec le promoteur de la 
cycline B1 (Ccnb1) chez la souris. Il augmente l’expression de la Ccnb1 par un mécanisme 
qui implique le recrutement d’AGO1, de l’ARN Polymérase II, ainsi qu’une augmentation de 
H3K4me3 au niveau du promoteur de la Ccnb1 (Huang et al., 2011). 
Ces travaux fournissent les premiers exemples d’ARNa pertinent physiologiquement et 
démontrent que les miARNs ont une fonction nucléaire régulant positivement la transcription 
des gènes.  
4. MicroARNs et cancers 
 
Les cancers sont des pathologies complexes caractérisées par la transformation d’une 
cellule somatique normale en cellule maligne. La transformation est causée par une 
dérégulation du programme génétique cellulaire qui a pour conséquence la prolifération 
incontrôlée des cellules anormales avec envahissement local ou à distance du tissu hôte. 
L’initiation, la promotion et la progression du cancer résultent de la dérégulation de 
nombreuses voies de signalisation qui vont permettre aux cellules cancéreuses d’acquérir 
différentes capacités (Hanahan and Weinberg, 2011): 
· un signal de prolifération soutenu 
· l’échappement aux signaux inhibiteurs de prolifération 
· une résistance à la mort cellulaire 
· une immortalisation cellulaire 
· une induction de l’angiogénèse 
· une activation de l’invasion 
· l’échappement au système immunitaire 
· une induction de l’inflammation 
· une instabilité génomique 
· une dérégulation du métabolisme énergétique 
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Les mécanismes moléculaires responsables de l’acquisition de ces caractéristiques ont 
longtemps été associés à des gains et/ou des pertes d’expression de gènes codant pour des 
protéines (activation d’oncogènes et/ou inactivation de gènes suppresseurs de tumeurs), liés à 
des modifications génétiques ou épigénétiques. D’autres facteurs impliqués dans la régulation 
post-transcriptionnelle sont de plus en plus étudiés dans les cancers. Ces facteurs régulateurs 
peuvent par exemple être des protéines se liant à l'ARN « RNA binding proteins » (RBP) ou 
des miARNs. Il existe peu de miARNs identifiés comme oncogènes ou suppresseurs de 
tumeur, mais les recherches menées sur les miARNs ont révélé leur rôle important dans la 
régulation de l’expression génique et leur implication dans la plupart des capacités 
biologiques acquises par les cellules cancéreuses. 
 
4.1. L’expression des miARNs dans les cancers 
 
Ces dernières années, de nombreuses approches globales permettant d’étudier le 
miRNome (ensemble des miARNs exprimés par un génome dans une condition physiologique 
donnée) ont été développées. Ces études ont permis d’identifier des signatures spécifiques à 
l’expression des miARNs qui reflètent l’état physiologique des cellules cancéreuses, l’origine 
de la tumeur, les différents stades de différenciation, l’agressivité des cellules tumorales ou 
encore la présence de métastases. Elles ont également permis d’établir de nouvelles 
classifications moléculaires des tumeurs. Les miARNs sont faciles à extraire à partir de petites 
biopsies tissulaires congelées ou incluses en paraffine et sont même détectables dans le sérum 
des patients. Leur détection dans les fluides biologiques représente un intérêt majeur en 
clinique car ils constituent de nouveaux marqueurs biologiques non invasifs pour établir un 
diagnostic et un pronostic chez les patients atteints de cancer (Lu et al., 2005). 
 
4.2. La dérégulation de l’expression des miARNs dans le cancer 
 
L’expression des miARNs augmente au cours de la différenciation des cellules 
normales. Plusieurs études montrent que l’expression des miARNs est globalement diminuée 
dans les tissus tumoraux par rapport aux tissus normaux (Gaur et al., 2007 ; Lu et al., 2005 ; 
Ozen et al., 2008). La sous-expression globale des miARNs dans le cancer pourrait donc être 
une conséquence du retour à un état peu différencié des cellules tumorales. Néanmoins, parmi 
les miARNs sous-exprimés dans le cancer, certains agissent comme des gènes suppresseurs de 
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tumeurs. D’autres miARNs, appelés oncomiRs, sont en revanche surexprimés dans certains 
types tumoraux et ont une activité d’oncogène. 
 
4.2.1. Exemples de miARNs suppresseurs de tumeurs  
 
MiR-15a et miR-16-1 sont les deux premiers miARNs définis comme des gènes 
suppresseurs de tumeurs. Un ensemble de données expérimentales ont permis de le démontrer 
in vivo. Leurs gènes sont regroupés dans le cluster miR-15a~16-1 qui est localisé au niveau du 
chromosome 13q14, une région délétée dans plus de la moitié des leucémies lymphoïdes 
chroniques B (LLC). L’expression de ces deux miARNs est diminuée chez 68% des patients 
(Calin et al., 2002). La délétion de ce cluster dans un modèle murin conduit à l’apparition 
d’une LLC (Klein et al., 2010). Les deux miARNs possèdent la même séquence graine et 
ciblent plusieurs gènes impliqués dans le contrôle du cycle cellulaire (cycline D1, cycline D3, 
cycline E1, CDK6…) et l’apoptose (BCL2). La restitution de l’expression de miR-15a et 
miR-16-1 dans des lignées de LLC entraine un arrêt du cycle cellulaire, l’apoptose et la 
régression des tumeurs in vivo (Klein et al., 2010). 
 
4.2.2. Exemples d’oncomiRs  
 
Les premiers miARNs identifiés comme oncomiRs sont localisés dans le cluster miR-
17-92. Ce cluster code pour un pri-miARN polycistronique de six miARNs (miR-17, miR-
20a, miR-20b, miR-106a, miR-106b et miR-92a). Il est situé dans le chromosome 13q31-q32 
dans le 3ème intron d’un transcrit primaire non-codant, C13orf25. La région 13q31-q32 est 
fréquemment amplifiée dans le lymphome de type B (Ota et al., 2004) et les miARNs de ce 
cluster sont surexprimés dans 65% des échantillons tumoraux. Dans un modèle murin, ils 
activent la prolifération cellulaire, inhibent l’apoptose et augmentent la lymphomatogénèse 
(He et al., 2005). Plusieurs miARNs du cluster miR-17-92 ciblent différents gènes 
suppresseurs de tumeurs (Xiao et al., 2008), comme (i) « phosphatase and tensin homolog 
deleted on chromosome 10 » (PTEN) qui inhibe la voie PI3K/Akt impliquée dans la 
prolifération et la survie (Cantley and Neel, 1999), (ii) Bim qui active l’apoptose (O'Connor et 
al., 1998) et (iii) CDKN1A (Fontana et al., 2008), un inhibiteur de complexes cycline-CDK 
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4.3. Les mécanismes de dérégulation de l’expression des miARNs 
 
Trois mécanismes principaux sont responsables de la dérégulation des miARNs dans 
le cancer : la modification de mécanismes épigénétiques, la variation de l’activité des facteurs 
de transcription contrôlant leur expression et l’altération de leur voie de biosynthèse (ou 
maturation). 
 
4.3.1. La modification des mécanismes épigénétiques 
 
Les miARNs sont fréquemment localisés dans des sites chromosomiques fragiles et 
des régions génomiques impliqués dans le cancer (Calin et al., 2004). Leur expression peut 
être réprimée par une hyperméthylation aberrante des îlots CpG, une modification des 
histones, une mutation ponctuelle, ou encore une délétion du cluster ou gène du miARN 
(Kunej et al., 2011 ; Lehmann et al., 2008 ; Sevignani et al., 2006). Les gènes des miARNs 
peuvent plus rarement être surexprimés par amplification, par translocation d’un proto-
oncogène près du promoteur d’un gène de miARN ou par translocation d’un miARN près 
d’un promoteur d'oncogène (Metzler et al., 2004 ; Sevignani et al., 2006).  
 
4.3.2. La variation de l’activité de facteurs de transcription 
 
Certains facteurs de transcriptions contrôlant l’expression de miARNs peuvent parfois 
être dérégulés dans les cancers. MYC et p53, qui sont des facteurs de transcription clés de la 
tumorigénèse, contrôlent également l’expression de nombreux miARNs et participent à leur 
sous-expression dans les tumeurs. 
 
MYC est un oncogène surexprimé dans de nombreux cancers qui peut réprimer 
directement ou indirectement l’expression de miARNs suppresseurs de tumeur ayant des 
activités anti-prolifératives, anti-tumorigènes et pro-apoptotiques (Figure 16), tels que Let-7, 
miR15a/16-1 (voir section I 4.2.1), miR-26 et la famille miR-34 (Bui and Mendell, 2010; 
Chang et al., 2008 ). 
 
- 25 - 
 
 
Figure 16 : Myc est un oncogène régulant l'expression de différents miARNs (Lujambio and Lowe, 2012) 
 
MYC peut aussi activer l’expression d’oncomiRs comme ceux du cluster miR-17-92 (voir 
section I 4.2.2) (O'Donnell et al., 2005). De plus, MYC réprime l’expression de la famille Let-
7 au niveau post-transcriptionnel en activant l’expression de deux RBP, LIN28A et LIN28B. 
Or certains membres de la famille Let-7 inhibent MYC constituant ainsi une boucle de 
régulation rétroactive d’activation de Myc (Bueno et al., 2011). 
 
 P53 (voir section II 2.2.2) est un gène suppresseur de tumeur muté dans de multiples 
cancers qui active l’expression de nombreux miARNs suppresseurs de tumeur (Figure 17), 
comme la famille miR-34, miR-107, miR-200 et miR-192 qui induisent l’apoptose, inhibent 
la prolifération cellulaire, l’angiogénèse et la transition épithélio-mésenchymateuse. P53 
augmente l’expression de miR-192, miR-194, miR-215 et miR-605 qui inhibent l’expression 
de MDM2, un inhibiteur de p53. Cette boucle d’activation de p53 est souvent réprimée par 
des mécanismes épigénétiques dans le cancer (Pichiorri et al., 2010). De plus, p53 est 
impliqué dans la biogénèse des miARNs. D’après certaines études, il s’associe à Drosha et 
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Figure 17 : p53 est un suppresseur de tumeur régulant l'expression de nombreux miARNs (Lujambio and Lowe, 2012) 
 
4.3.3. L’altération de la biogénèse des miARNs 
 
Dans les tissus normaux, il existe une corrélation entre l’expression des pri-miARNs et 
celle des miARNs matures. En revanche dans les tissus tumoraux, l’expression des pri-
miARNs ne reflète pas toujours celle des miARNs matures. L’inhibition de la maturation des 
miARNs semble donc être un mécanisme important qui pourrait expliquer leur diminution 
dans les cancers (Figure 18) (Lujambio and Lowe, 2012). 
 
Les enzymes clés de la biogénèse des miARNs sont des gènes suppresseurs de tumeur 
haploinsuffisants. La perte d’un allèle de Dicer1 ou de Drosha accélère la transformation et la 
tumorigénèse (Kumar et al., 2007), alors que leur délétion complète est létale car les miARNs 
sont indispensables aux fonctions cellulaires (Kumar et al., 2009). La sous-expression de 
Drosha diminue la production de pré-miARNs. Des mutations ponctuelles dans l’exportin-5 
(XPO5 dans la Figure 18) ont été identifiées dans certains cancers et bloquent l'export des 
pré-miARNs vers le cytoplasme (Melo et al., 2010; Melo et al., 2009). Des mutations dans 
TRBP (TARBP2 dans la Figure 19) ou la sous-expression de Dicer1 réduisent la quantité de 
miARNs matures (Melo et al., 2010; Melo et al., 2009). 
 





Figure 18 : Mécanismes d'altération de la biogénèse des miARNs (Lujambio and Lowe, 2012) 
 
D’autres régulateurs peuvent aussi être importants, comme LIN28A et LIN28B qui 
répriment la maturation de la famille des Let-7 (Piskounova et al., 2008), des miARNs 
suppresseurs de tumeur. Par ailleurs, p68, SMAD1 et SMAD5 contribuent au développement 
du cancer en altérant la biogénèse des miARNs (Newman and Hammond, 2010a, b). 
 
 





Les miARNs sont des régulateurs clés de l’expression génique. L’altération de leur 
expression est retrouvée dans tous les cancers et affecte tous les processus biologiques liés au 
phénotype tumoral. Il n’y a pas d’approches réellement efficaces pour identifier les cibles 
d’un miARN, car le mode de reconnaissance de leurs cibles n'est pas entièrement compris et 
leur nombre en perpétuel augmentation. De plus, un miARN régule plusieurs cibles ARNm et 
une cible peut être contrôlée par plusieurs miARNs. Des miARNs paralogues (miARNs 
divergents suite à la duplication du gène ancestral et possédant la même séquence graine) 
existent souvent en plusieurs copies dans le génome. Ils ont beaucoup de cibles communes et 
constituent ainsi des familles. Chez les mammifères, chaque famille de miARNs conservés au 
cours de l’évolution cible en moyenne 300 ARNm (Friedman et al., 2009). L’ensemble forme 
un réseau redondant qui augmente la complexité des processus intervenant dans la régulation 
de l’expression génique et qui dépend de facteurs environnementaux comme le contexte 
cellulaire et la quantité respective de miARNs et de transcrits cibles dans chaque cellule. La 
compréhension de la fonctionnalité des miARNs et des mécanismes par lesquels ils 
contribuent à la tumorigénèse pourraient permettre de développer de nouvelles stratégies 
thérapeutiques anticancéreuses et de définir de nouveaux marqueurs diagnostiques et 
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Le carcinome hépatocellulaire (CHC) est le principal cancer primitif du foie (85 à 
90%) qui se développe après transformation maligne des hépatocytes (Bosch et al., 1999). Le 
foie remplit de nombreuses fonctions vitales pour l’organisme. En effet il est l’organe 
principal du métabolisme des protéines, lipides, glucides, vitamines, ainsi que du fer. Il est 
également responsable de la détoxication et de la biotransformation des substances qui 
peuvent être dangereuses pour les autres tissus (produits chimiques, médicaments, polluants 
de l’environnement) (Annexe 1). D’après le Centre International de Recherche sur le Cancer, 
près de 750 000 nouveaux cas de CHC sont diagnostiqués dans le monde chaque année. Le 
CHC est le sixième cancer le plus fréquent dans le monde (Forner et al., 2012), c’est un 
problème majeur de santé publique car, en raison d’un diagnostic trop tardif, il est de très 
mauvais pronostic et correspond à la troisième cause de décès par cancer dans le monde. La 
majorité des CHC (80%) se développe sur des foies déjà malades suite à des altérations 
chroniques provenant de différentes étiologies. Ces altérations du foie conduisent au 
développement d’une fibrose, puis d’une cirrhose, terrain privilégié pour le développement du 
CHC (Farazi and DePinho, 2006). Dans des cas plus rares (20%), le CHC peut se développer 
sur des foies sains, non fibreux, mais les mécanismes sous-jacents restent encore mal 
caractérisés.  
 
1.1. Les facteurs de risque 
 
· Le Virus de l’Hépatite B :  
 
L’insertion de l’ADN viral dans le génome des hépatocytes peut provoquer une instabilité 
génomique et une mutagénèse insertionnelle altérant l’expression de certains gènes (Brechot 
et al., 2001; Chen et al., 2010). De plus, la protéine virale transactivatrice HBx est capable 
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· Le Virus de l’Hépatite C : 
 
Le VHC est un virus à ARN qui ne s’intègre pas dans le génome. Les mécanismes induisant 
la transformation maligne des hépatocytes seraient liés à la protéine structurale du VHC « 
HCV core », qui agit sur la différenciation, la prolifération cellulaire et l’apoptose  (Tsai and 
Chung, 2010). De plus, 90% des individus infectés par le VHC développent une hépatite 
chronique, et 10 à 30% d’entre eux évoluent vers une cirrhose 25 à 30 ans après l’infection. 
Une fois la cirrhose établie, le risque de CHC augmente de 1 à 3% par an (Bruno et al., 2007; 
El-Serag and Rudolph, 2007). 
 
· L’alcool : 
 
Une consommation importante et régulière d'alcool peut induire l’apparition d’une fibrose 
hépatique qui, au cours du temps, se transforme en cirrhose (Fattovich et al., 2004). De plus, 
la métabolisation de l’éthanol dans le foie se traduit par la formation de molécules toxiques 
pour le tissus hépatique et très réactives comme l’acétaldéhyde et les radicaux libres qui sont 
capables, entre autres, de changer le potentiel redox des hépatocytes. La conséquence est une 
augmentation du rapport NADH/NAD+ dans le cytosol et les mitochondries des hépatocytes, 
qui perturbe ainsi de nombreuses réactions métaboliques et qui entraîne à terme une altération 
du métabolisme des lipides, des carbohydrates, des protéines, du lactate et de l’acide urique 
(Zakhari and Li, 2007). 
 
· Les maladies métaboliques : 
 
L’obésité et le diabète entraînent une production élevée de nombreuses cytokines pro-
inflammatoires qui aboutissent à l’accumulation d’acides gras libres dans les hépatocytes 
(Starley et al., 2010). Cette accumulation de lipides dans les hépatocytes, appelée stéatose 
hépatique est définie sous le nom de « Non-Alcoholic Fatty Liver Disease »  (NAFLD). Cette 
pathologie peut se compliquer et induire une inflammation chronique, « Non-Alcoholic 
SteatoHepatitis » (NASH), puis une cirrhose et un CHC. De son côté, l’hémochromatose est 
une maladie héréditaire caractérisée par une absorption excessive de fer dans les hépatocytes. 
L’augmentation du fer dans le foie entraine la production de radicaux libres causant des 
altérations de l’ADN génomique (Asare et al., 2006). 
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· L’aflatoxine B1 : 
 
Cette mycotoxine est produite par des champignons (Aspergillus flavus et Aspergillus 
parasiticus) qui contaminent les graines d’arachide et diverses céréales (maïs, riz, blé) stockés 
dans de mauvaises conditions. Après ingestion, elle est assimilée par le foie qui la convertit en 
un métabolite secondaire toxique responsable de lésions de l’ADN génomique (Qian et al., 
1994). 
 
1.2. Dépistage, diagnostics et traitements actuels 
 
L’échographie et le dosage de l’alpha-foetoprotéine (AFP) sont les examens de 
référence pour le dépistage du CHC. Seule la population à risque (hépatites virales, cirrhose, 
maladies métaboliques) bénéficie d’un dépistage annuel. Néanmoins, la sensibilité de 
l'échographie pour le dépistage d’un CHC reste globalement moyenne (71 % pour un nodule 
de 1 cm de diamètre) (Bolondi et al., 2001; Caturelli et al., 2002). De plus, le dosage de l’AFP 
sérique ne doit pas être utilisé seul en raison de sa mauvaise valeur prédictive positive 
comprise entre 9 et 30 % (Sherman, 2001). La valeur de l’AFP est normale dans 80 % des cas 
lors de CHC de petite taille. Le principal intérêt de son dosage réside dans le suivi 
thérapeutique de patients traités qui présentaient un marqueur élevé avant prise en charge.  
 
Le diagnostic est ensuite confirmé par différents examens radiologiques tels que 
l’imagerie par résonnance magnétique, la tomodensitométrie et l’échographie de contraste. En 
cas de tumeur atypique, une biopsie suivie d’une analyse histologique doivent être effectuées. 
 
L’évaluation personnalisée de chaque patient permet de choisir une prise en charge 
adaptée en fonction du stade de la maladie. Les patients présentant un CHC précoce ont accès 
à des thérapies curatives telles que la résection chirurgicale, la transplantation hépatique et le 
traitement percutané (induction d’une nécrose des hépatocytes tumoraux par injection 
d’agents anticancéreux ou par thermothérapie localisée) (Forner et al., 2012). Cependant, le 
CHC précoce est asymptomatique et la sensibilité du dépistage est insuffisante, donc 
seulement 10% des cas sont diagnostiqués à un stade suffisamment précoce pour bénéficier 
d’un traitement curatif. En général, la transplantation hépatique reste la meilleure chance de 
guérison, mais elle n’est accessible qu'à un très petit nombre de patients en raison de la 
pénurie de greffons. 
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Il n’existe pas de traitement curatif aux stades plus avancés du CHC. La détérioration des 
fonctions hépatiques et en particulier la diminution des capacités de détoxification de 
l’organisme rendent les traitements anticancéreux inefficaces. Les patients avec un CHC 
intermédiaire bénéficient d’un traitement palliatif, la chimio-embolisation transartérielle 
(introduction d’agents thérapeutiques emboliques par voie endovasculaire). Pour les stades 
avancés, seule l’administration de Sorafénib, un inhibiteur de protéine-kinases (Raf, VEGF et 
c-Kit) qui inhibe la prolifération cellulaire et l’angiogenèse (Wilhelm et al., 2004), a montré 
un effet bénéfique sur la survie de 3 mois (Llovet et al., 2008). Au stade final, il est conseillé 
de donner des traitements symptomatiques uniquement. 
 
2. La carcinogénèse hépatique 
 
2.1. Progression histopathologique du CHC 
 
Les CHC sont des tumeurs hétérogènes d’étiologies variées. La carcinogénèse 
hépatique est un processus complexe se développant dans 80% des cas sur un foie lésé depuis 
de nombreuses années (El-Serag and Rudolph, 2007; Sherman, 2010). Les différents facteurs 
de risques (voir section 1.1) créent des lésions hépatiques qui entrainent une nécrose suivie 
par la prolifération des hépatocytes (Figure 19). 
 
 
Figure 19 : Progression histopathologique du CHC(Farazi and DePinho, 2006) 
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Les cycles de nécrose/régénération des hépatocytes sont à l’origine d’une maladie chronique 
du foie, appelée cirrhose. Lors de la cicatrisation, les cellules inflammatoires (les cellules de 
Kupffer) envahissent le parenchyme hépatique. Les cellules étoilées du foie synthétisent du 
collagène et remplacent le parenchyme par du tissu fibreux, ce qui altère la structure de la 
matrice extracellulaire et le fonctionnement du microenvironnement hépatique. Des foyers 
d’hépatocytes anormaux apparaissent, puis des nodules dysplasiques se forment et peuvent 
dans certains cas dégénérer en CHC (Farazi and DePinho, 2006). 
 
2.2. Les mécanismes moléculaires de la carcinogénèse hépatique 
 
La survenue du CHC est le résultat de l’accumulation progressive de remaniements 
chromosomiques, d’altérations génétiques ou épigénétiques conduisant à la dérégulation de 
voies cruciales au fonctionnement de la cellule et qui aboutissent à la transformation maligne 
d’un hépatocyte. Les principales mutations sont retrouvées dans le gène p53 (environ 25-40% 
des cas), le gène de la β-caténine (CTNNB1) (environ 25% des cas) et le gène ARID1A 
(environ 12-17% des cas) (Guichard et al., 2012). Des amplifications (1q, 6p, 8q, 17q, 20q) et 
des délétions chromosomiques (4q, 8p, 11q, 13q, 16q, 17p) sont fréquentes. Les modifications 
épigénétiques sont mal définies mais l’inhibition de suppresseurs de tumeurs (comme l’E-
cadhérine (CDH1)) ou la réactivation d’oncogènes (comme C-MYC) ont été décrites (Farazi 
and DePinho, 2006; Villanueva et al., 2007). Enfin, la modification du profil d’expression des 
miARNs peut moduler l’expression d’oncogènes et de suppresseurs de tumeurs importants 
(Zucman-Rossi, 2010). 
 
2.2.1. La classification moléculaire des CHC 
 
Ces dernières années, des analyses transcriptomiques d’un grand nombre de CHC ont 
permis de déterminer des groupes de tumeurs (Imbeaud et al., 2010) mais il n’existe pas 
encore de consensus international. En 2007, Boyault et al. ont proposé une classification des 
CHC en 6 groupes (Figure 20) qui corrèlent avec les altérations génétiques et les données 
cliniques de chaque tumeur (Boyault et al., 2007). Au cours de ma thèse, les échantillons de 
CHC que nous avons analysés avaient été classés selon cette étude. 
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Figure 20 : Les différents groupes de CHC (Boyault et al., 2007) 
 
Les groupes G1 à G3 sont les CHC de plus mauvais pronostic. Ils sont associés à une forte 
instabilité chromosomique, à des mutations de « tumor protein 53 » (p53 ou TP53 dans la 
Figure 20) et de l’Axine1, et à l’infection par le VHB. Le groupe G1 est associé avec un faible 
nombre de copies du VHB et à une surexpression de l’AFP. Le groupe G2 inclut des tumeurs 
avec un nombre élevé de copies de VHB et des mutations dans PIK3CA et p53. Les groupes 
G1 et G2 présentent aussi une activation spécifique de la voie AKT. Le groupe G3 est 
caractérisé par des mutations de p53 et une surexpression de gènes contrôlant le cycle 
cellulaire. Les groupes G4 à G6 sont associés à une relative stabilité chromosomique et à des 
mutations activatrices de la b-caténine. Le groupe G4 est hétérogène : il est représenté par des 
tumeurs mutées pour TCF1. Les groupes G5 et G6 contiennent les tumeurs mutées pour la b-
caténine. Le groupe G6 est caractérisé par la présence de nodules satellites, une forte 
activation de la voie Wnt et une sous-expression de CDH1. 
 
À la suite de ces modifications, plusieurs cascades de signalisation liées à la survie et à 
la prolifération cellulaire sont altérées. Les principales mutations sont retrouvées dans (i) la 
voie p53 qui joue un rôle primordial dans le maintien de l’intégrité du génome en induisant 
soit l’arrêt de la croissance cellulaire, soit l’apoptose en cas d’altérations importantes de 
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l’ADN, et (ii) la voie Wnt/b-caténine, qui est impliquée dans l’adhésion cellulaire, la 
différenciation, la prolifération cellulaire et la régénération hépatique.  
 
2.2.2. La voie p53 
 
P53 est le gène suppresseur de tumeur le plus fréquemment muté dans les CHC. La 
principale mutation est une substitution R249S qui est associée aux populations exposées à 
l’aflatoxine B1 et à l’infection par le VHB (Bressac et al., 1990; Hsu et al., 1991). C’est un 
facteur de transcription à l’intersection d'un réseau de voies de signalisation essentielles à la 
régulation de la croissance cellulaire et de l'apoptose induite par des stresses génotoxiques et 
non génotoxiques (Figure 21) (Vogelstein et al., 2000; Vousden, 2002). 
 
 
Figure 21 : La voie p53 (Moll and Petrenko, 2003) 
 
Dans des cellules normales, MDM2 inhibe p53 en bloquant son activité 
transcriptionnelle, en favorisant son transport nucléo-cytoplasmique et en induisant son 
ubiquitinylation, puis sa dégradation par le protéasome. P53 peut être activée en réponse à 
différents agents causant des dommages à l’ADN ou en réponse à l’expression anormale 
d’oncogènes : (i) Les signaux de survie, tel que l’activation d’AKT, induisent l’import de 
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MDM2 dans le noyau. (ii) Les dommages à l’ADN entrainent une phosphorylation de p53 qui 
empêche son interaction avec MDM2. (iii) La surexpression d’oncogènes induit la protéine 
ARF qui séquestre MDM2 dans le noyau. Dans tous les cas, la protéine p53 activée 
s’accumule puis active l’expression de ses gènes cibles qui vont induire soit l'arrêt du cycle 
cellulaire et la réparation de l'ADN, soit la mort cellulaire par apoptose (Levine et al., 2006; 
Moll and Petrenko, 2003). 
 
2.2.3. La voie Wnt/b-caténine 
 
Wnt dérive du nom de ses deux orthologues « wingless », identifié chez la drosophile 
et « int-1 » chez la souris (Rijsewijk et al., 1987). Les protéines de la famille WNT sont des 
ligands sécrétés dans le milieu extracellulaire qui vont se fixer à différents récepteurs à la 
surface membranaire tels que « Frizzled » (Fzd) et « low-density lipoprotein receptor-related 
protein » (LRP). La reconnaissance du ligand par son récepteur active la voie de signalisation 
Wnt/b-caténine en contrôlant la b-caténine. La b-caténine est un facteur de transcription 
retrouvé au niveau des jonctions cellulaires adhérentes où il interagit avec CDH1 (symbolisé 
par E-CAD sur la Figure 22) dans le cytoplasme et le noyau. 
 
 
Figure 22 : La voie Wnt/b-caténine (White et al., 2012) 
 
En absence d’activation de la voie de signalisation (Figure 22A), la b-caténine 
interagit avec CDH1 ou est phosphorylée par le complexe de destruction composé de l’Axine, 
de « adenomatous polyposis coli » (APC), de la « glycogen synthase kinase 3 » (GSK3) et de 
la « casein kinase 1 » (CK1). La phosphorylation de la b-caténine dans son extrémité N-
terminale provoque son ubiquitinylation, ce qui induit son adressage au protéasome et sa 
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dégradation. Dans cette configuration, l’expression des gènes cibles de la b-caténine est 
inhibée par Groucho, un répresseur transcriptionnel.  
La liaison de Wnt aux récepteurs Fzd et LRP recrute « Disheveled » (DVL) et l’Axine à la 
membrane, ce qui dissocie le complexe de destruction (Figure 22B). La b-caténine n’est plus 
phosphorylée, ce qui lui permet d’échapper à la dégradation par le protéasome, de 
s’accumuler dans le cytoplasme et d’être importée dans le noyau. Dans ce compartiment, la b-
caténine interagit avec les membres de la famille de facteurs de transcription « T-cell 
factor/lymphoid enhancer factor » (TCF/LEF) et active la transcription de gènes cibles 
impliqués dans la différenciation, la prolifération, la migration et l’adhésion cellulaire. 
La voie Wnt est constitutivement activée dans un tiers des CHC à cause (i) de mutations 
activatrices de la β-caténine (abolition de la phosphorylation du domaine N-terminal), (ii) des 
mutations perte de fonction d’APC, (iii) de l'inactivation de CDH1 ou (iv) de la surexpression 
de Fzd ou de WNT (White et al., 2012). Le Glypican-3, un corécepteur de Wnt qui est 
surexprimé dans 72% des CHC, stimule la voie Wnt/b-caténine et augmente la croissance 
tumorale en facilitant l’interaction de Wnt avec ses récepteurs (Capurro et al., 2005).  
 
2.2.4. Les miARNs dans le CHC 
 
2.2.4.1. Les signatures d’expression des miARNs 
 
Dans la littérature plus de 400 articles ont pour sujet l’étude des miARNs dans le 
CHC. De nombreuses études ont comparé les profils d’expression des miARNs entre des 
échantillons de foie sain et pathologique. Mais en raison des différentes méthodologies 
utilisées, de l'origine variée des échantillons tissulaires et de l’importante hétérogénéité des 
tumeurs, il y a peu de résultats communs d’une étude à l’autre. De plus, les données ne sont 
pas forcément à jour. On compte aujourd’hui près de 2000 miARNs humains, alors que les 
analyses de miRNome ont été réalisées sur seulement quelques centaines de miARNs (Wang 
et al., 2012).  
Globalement, les données obtenues révèlent que chaque facteur de risque est caractérisé par la 
dérégulation de plusieurs miARNs. La Figure 23 récapitule les principaux miARNs qui ont 
été identifiés comme dérégulés dans plusieurs études indépendantes et qui sont impliqués 
dans différentes étapes de la carcinogénèse hépatique (Wang et al., 2012). L’étude du 
miRNome a donc permis d’établir différentes signatures d’expression à chaque étape de la 
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progression tumorale (foie sain ou lésé par les hépatites virales, l'alcool, les maladies 
métaboliques, foie fibrotique ou cirrhotique et CHC). 
 
 
Figure 23 : Le profil d'expression des miARNs à chaque étape de la carcinogénèse hépatique (Wang et al., 2012) 
  
2.2.4.2. Le réseau de régulation des miARNs dans le CHC 
  
Les miARNs dérégulés dans le CHC et leurs gènes cibles forment un réseau complexe 
qui contrôle la progression du CHC et contribue à la croissance tumorale. De plus, ce réseau 
miARN-gènes cibles participe à l’inhibition de l’apoptose dans les cellules tumorales et à 
l’apparition de métastases (Figure 24). La Figure 24 représente les principaux miARNs 
retrouvés dérégulés dans le CHC avec leurs cibles associées. Au cours de ma thèse, j’ai utilisé 
miR-21 et miR-122 comme contrôles.  
 
MiR-21 est l’oncomiR le plus fréquemment surexprimé dans les cancers. Il réprime 
l’expression du gène suppresseur de tumeur PTEN, ce qui contribue à la progression tumorale 
dans le CHC (Meng et al., 2007). L’inhibition de miR-21 diminue la prolifération cellulaire, 
la migration et l’invasion (Meng et al., 2006). Son expression est également associée aux 
stades avancés des tumeurs hépatiques et à un mauvais pronostic de survie des patients (Yan 
et al., 2008). 
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Figure 24 : Réseau de miARNs impliqués dans la progression du CHC (Huang and He, 2011) 
 
MiR-122 est un miARN suppresseur de tumeur qui est spécifique du foie. Il représente 
70% des miARNs exprimés dans les hépatocytes et son expression est réduite dans le CHC. Il 
peut contrôler de multiples cibles et affecter plusieurs processus biologiques. Il module 
notamment le métabolisme lipidique, le développement tissulaire du foie et la différenciation 
hépatocytaire. Chez les patients infectés par le VHC, miR-122 potentialise la fixation des 
ribosomes à l'ARN viral du VHC et stimule la traduction des protéines virales. Cette 
découverte a mené au premier essai clinique concernant un miARN. Le traitement utilise un 
oligonucléotide inhibiteur ou antimiR dirigé spécifiquement contre miR-122 (Jopling et al., 
2005). L’administration de l’antimiR-122 bloque la réplication virale hépatique chez le singe 
(Elmen et al., 2008 ; Lanford et al., 2010). Chez l’Homme, cette molécule est en essai 
clinique de phase II. Les résultats actuels montrent qu'après 4 semaines de traitement, la 
quantité d’ARN viral est diminuée de 2 à 3 log et ce, sans toxicité apparente (Mendell and 
Olson, 2012). 
 
Dans le CHC, miR-122 inhibe l'expression de la Cycline G1, d'ADAM10, d'ADAM17, 
de SRF, d'Igf1R et de Bcl-w (Huang and He, 2011). La diminution de miR-122 semble 
corréler avec l’apparition de métastases et la perte des principales fonctions hépatiques. A 
l'opposé, sa surexpression réduit la tumorigénèse des cellules cancéreuses, l’angiogénèse et 
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l’apparition de métastases dans un modèle orthotopique murin de CHC (Tsai et al., 2009b). 
Contrairement à l’hépatite virale C, la stratégie thérapeutique à adopter pour le CHC serait 
donc une surexpression d'un analogue synthétique de miR-122. En raison des effets multiples 
de miR-122 et de son implication dans différentes pathologies hépatiques (Huang and He, 
2011), l’utilisation d’une stratégie thérapeutique basée sur ce miARN est à prendre avec 
beaucoup de précautions. 
 
3. Le Glypican-3 
3.1. La structure des glypicans 
Le Glypican-3 (GPC3) est une protéine appartenant à la famille des « heparan sulfate 
proteoglycans » (HSPG). Cette famille de HSPGs est composée de six membres chez les 
mammifères (GPC1-GPC6). Les glypicans sont constitués d’un squelette peptidique ou 
protéine « core » (60-70 kDa) possédant quatorze cystéines dont la position est conservée 
entre les espèces et qui forment une région globulaire via des ponts disulfures (Figure 25).  
  
 
La protéine "core" est située sur la face externe de la membrane plasmique de la cellule, liée à 
celle-ci grâce à une ancre « glycosyl-phosphatidylinositol » (GPI) (David, 1993), mais les 
glypicans peuvent également exister sous forme soluble. La région globulaire comporte trois à 
Figure 25 : Structure des glypicans (Filmus and Selleck, 2001) 
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quatre sites d’attachement exclusifs des chaînes d’héparanes-sulfates, le tout formant un large 
domaine extracellulaire (Filmus and Selleck, 2001). Le domaine N-terminal contient une 
séquence peptide signal permettant la translocation de la chaîne peptidique vers le lumen du 
réticulum endoplasmique et possède des sites de N-glycosylation pour l’ajout 
glycosaminoglycanes (GAG). La séquence consensus DSGSGSG pour l’attachement des 
chaînes d’héparanes-sulfates est située entre le domaine central et l’extrémité C-terminale. 
Cette portion C-terminale possède la séquence signal nécessaire à l’insertion des glypicans au 
niveau de la membrane plasmique des cellules via l’ancre GPI. 
 
3.2. Les fonctions biologiques des glypicans 
Les fonctions du GPC3 ne sont pas entièrement élucidées. Les chaînes d’héparanes-
sulfates ont une forte charge négative. Grâce à elles, les glypicans sont capables, par des 
interactions électrostatiques, de stabiliser l’interaction du ligand avec son récepteur et de jouer 
un rôle de co-récepteur de faible affinité. En effet, il a été montré que les chaînes d’héparanes-
sulfates interagissent avec des cytokines et différents facteurs de croissance tels que le 
« Fibroblast Growth Factor 2 » (FGF2) et la « Bone Morphogenic Proteins-7 » (BMP7) 
(Midorikawa et al., 2003; Song et al., 1997 ). Les glypicans peuvent être clivés et libérés sous 
forme soluble dans le milieu extracellulaire sous l’action de la lipase Notum (Filmus et al., 
2008; Traister et al., 2008). Ils peuvent en piégeant des ligands extracellulaires en contrôler la 
diffusion et la répartition tissulaire. Ainsi, ces molécules sont capables de moduler la 
transduction du signal associé à des processus physiologiques tels que le développement, la 
prolifération cellulaire et l’angiogenèse (Whitelock and Iozzo, 2005). 
Chez D. melanogaster, deux membres de la famille Glypican ont été identifiés : « 
division abnormally delayed » (DALLY) qui est l’orthologue du GPC3 et 5 ; dally-like (DLY) 
qui est l’orthologue du GPC1, 2, 4 et 6 (Filmus et al., 2008). Des formes mutantes de DALLY 
ou DLY génèrent de nombreuses anomalies développementales (Nakato et al., 1995) et 
affectent la voie Wingless au cours du développement embryonnaire (Baeg et al., 2001). 
Chez les mammifères, le GPC3 régule (i) la signalisation de nombreux facteurs de 
croissance par l’intermédiaire d’une interaction avec les chaînes d’héparanes-sulfates 
(Midorikawa et al., 2003) et (ii) les voies de signalisation Wnt et « Hedgehog » (Hh) grâce à 
une interaction qui fait intervenir le « core » de la protéine (Capurro et al., 2008; Ho and Kim, 
2011) (Figure 26). 




Dans la voie de signalisation Wnt (Figure 26 à gauche), le GPC3 exerce un effet positif. Wnt 
se lie au récepteur de Fzd pour induire la voie de signalisation Wnt/b-caténine. Le GPC3 
concentre le ligand Wnt à proximité de son récepteur Fzd, ce qui facilite ou stabilise leur 
interaction et augmente l’activation du signal (Capurro et al., 2005). Dans la voie de 
signalisation Hedgehog (Hh) (Figure 26 à droite), le GPC3 exerce un effet inhibiteur. En 
absence d’activation, Patched (PTC), le récepteur de Hh, inhibe Smoothened et bloque le 
signal de transduction. La liaison de Hh à PTC réprime l’inhibition de Smoothened et 
Figure 26 : Les effets positifs et négatifs du GPC3 sur la signalisation cellulaire (Filmus and Selleck, 2001) 
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déclenche la voie de signalisation. Le GPC3 est un récepteur de Hh en compétition avec PTC. 
L'interaction de Hh avec le GPC3 déclenche l'endocytose et leur dégradation, ce qui réduit la 
quantité de protéine Hh et diminue la transduction du signal (Capurro et al., 2008). 
Selon le contexte biologique, le GPC3 peut stimuler ou réprimer la prolifération 
cellulaire en modulant les voies de signalisation Wnt et Hh. De plus, le GPC3 est une protéine 
oncofœtale, son profil d’expression varie au cours de l’embryogénèse, disparaît chez l’adulte, 
mais réapparaît dans certains types de cancer, ce qui souligne son importance dans le contrôle 
de la croissance cellulaire durant la morphogénèse et dans les mécanismes de cancérisation 




3.3. Les fonctions physiopathologiques du GPC3 
 
3.3.1. Le syndrome de Simpson-Golabi-Behmel 
Chez l’homme, la mutation ponctuelle du gène codant pour le GPC3 est responsable 
du syndrome de Simpson-Golabi-Behmel (SGBS) (Filmus and Selleck, 2001 ; Jakubovic and 
Jothy, 2007). Le tableau clinique de ce syndrome est très lourd. Il est caractérisé par une 
macromégalie faciale, une surcroissance prénatale et postnatale, une prédisposition tumorale, 
un défaut cardiaque congénital, une syndactylie, une polydactylie et une dysplasie rénale. Les 
mutations retrouvées produisent des GPC3 dont le rôle dans la signalisation des facteurs de 
croissance au cours du développement est altéré (Pilia et al., 1996). Dans ce contexte, les 
anomalies développementales du SGBS montrent que le GPC3 a un rôle inhibiteur de la 
prolifération cellulaire et la prédisposition tumorale indiquerait qu’il a un rôle suppresseur de 
tumeur (Gonzalez et al., 1998). 
   
  





Figure 27 : Le profil d'expression du GPC3 dans le foie 
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3.3.2. L’ostéochondromatose  
L’ostéochondromatose ou « Hereditary Multiple Exostoses » (HME) est une affection 
rare où de multiples tumeurs bénignes, appelées ostéochondromes, se développent à la surface 
des os. Cette maladie est causée par la mutation des « Exostosin-1 et 2 » (EXT1 et EXT2) 
codant pour des glycosyltransférases localisées dans la membrane du réticulum 
endoplasmique et impliquées dans la biosynthèse des chaînes d’héparanes-sulfates (Lind et 
al., 1998). La production de chaînes d’héparanes-sulfates anormales induit une croissance 
cellulaire aberrante qui peut se transformer en tumeur maligne (chondrosarcome et 
ostéosarcome) dans 0,5 à 2% des cas (Wicklund et al., 1995). 
 
3.3.3. Le CHC  
Les découvertes réalisées chez D. melanogaster ainsi que les phénotypes obtenus dans 
le SGBS et le HME ont clairement indiqué que le GPC3 a un rôle dans la croissance cellulaire 
et le développement. La transformation maligne peut se produire par l’intermédiaire des 
glypicans soit en modifiant leur niveau d’expression à la membrane cellulaire, soit en 
changeant la structure des chaînes d’héparanes-sulfates (Sasisekharan et al., 2002). Le GPC3 
est surexprimé dans de nombreux cancers dont le CHC, l’hépatoblastome, les tumeurs de 
Wilm’s, le mélanome, le neuroblastome, certains carcinomes ovariens et tumeurs testiculaires. 
Mais il est aussi retrouvé sous-exprimé dans le cancer du sein, le mésothéliome, le cancer 
ovarien épithélial et l’adénocarcinome pulmonaire (Ho and Kim, 2011). 
Dans le CHC, le GPC3 est surexprimé dans 72% des cas. Il n’est pas détecté dans le 
foie normal ou les tumeurs bénignes et son niveau d’expression corrèle négativement avec la 
survie du patient, ce qui en fait un nouveau marqueur diagnostic et pronostic prometteur 
(Capurro et al., 2003; Hsu et al., 1997 ; Zhu et al., 2001 ). En effet, la forme soluble du GPC3 
est détectable dans le sérum des patients atteints d’un CHC et la combinaison de l'AFP et du 
GPC3 comme marqueurs moléculaires permet d'augmenter la spécificité du diagnostic du 
CHC à 82% (Capurro et al., 2003). Le GPC3 peut aussi permettre la recherche de 
micrométastases dans la moelle osseuse des patients (Sutcliffe et al., 2005). 
Dans le CHC, le GPC3 participe au processus oncogénique. D’une part, la « Sulfatase 
2 » (SULF2), une endosulfatase des chaînes d’héparanes-sulfates, élimine les groupements 
sulfates du GPC3, ce qui augmente la fixation de FGF2 et amplifie l’activation du signal FGF. 
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D’autre part, SULF2 augmente l’expression du GPC3 qui stabilise l’interaction WNT-FZD 
(voir section II 3.2). WNT, GPC3 et SULF2 formeraient un complexe qui amplifierait 
l’activation de la voie Wnt et stimulerait la croissance, la différenciation et la migration des 
cellules tumorales (Gao and Ho, 2011 ; Lai et al., 2010; Lai et al., 2008 ).  
De plus, le GPC3 est une cible thérapeutique intéressante contre le CHC car il 
correspond à un antigène fortement et spécifiquement exprimé par les cellules cancéreuses 
(Ho and Kim, 2011). L’anticorps anti-GPC3 « GC33 » réprime la croissance tumorale chez la 
souris (Ishiguro et al., 2008 ; Nakano et al., 2009). Actuellement, la version humaine de 
l’anticorps hGC33 est en cours d’essai clinique sur des patients atteints d’un CHC avancé ou 
métastatique et en combinaison avec du Sorafenib ou non (ClinicalTrials.gov NCT00746317 
et NCT00976170). 
 
3.4. La régulation de l’expression génique du GPC3 
 
Dans la section précédente, nous avons souligné qu’en fonction du tissu et de l’état de 
différenciation cellulaire, le GPC3 peut jouer un rôle pro ou anti-oncogénique. Ceci suggère 
que le contrôle de l’expression du GPC3 a un rôle fondamental dans la complétion de ses 
fonctions. Le profil d’expression du GPC3 semble être finement régulé au cours du 
développement embryonnaire et lors de la tumorigénèse, cependant les mécanismes régulant 
son expression génique sont peu connus. 
 
· Régulation épigénétique :  
 
Le GPC3 est localisé sur le chromosome Xq26 et il peut être soumis à une régulation 
dépendant de l’inactivation du chromosome X. Dans des conditions physiologiques, sa région 
promotrice n’est pas méthylée chez les hommes, mais est partiellement méthylée chez les 
femmes. L’hyperméthylation de son promoteur associée à une inhibition de son expression a 
déjà été observée dans des cancers ovariens et mammaires (Lin et al., 1999 ; Xiang et al., 
2001). À l’opposé, une perte de méthylation de la région promotrice du GPC3 a été observée 
chez les femmes atteintes de neuroblastome (Boily et al., 2004). Ces données coïncident avec 
une autre étude qui révèle que le GPC3 est plus fréquemment surexprimé chez les femmes 
atteintes de CHC (95% vs 67% chez les hommes) (Hsu et al., 1997). 
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· Régulation transcriptionnelle : 
 
Les facteurs de transcription Sp1 et NFY peuvent se fixer sur le promoteur du GPC3 et activer 
la transcription de ce gène (Boily et al., 2007; Huber et al., 1998 ). Le GPC3 et l’AFP ont des 
profils d’expression similaires dans le foie. Morford et collègues ont donc émis l’hypothèse 
que ces deux gènes pourraient avoir des facteurs régulateurs en commun. En effet, « zinc 
fingers and homeoboxes 2 » (ZHX2) et « alpha-foetoprotein regulator 2 » (AFR2) sont deux 
facteurs de transcription contrôlant l’expression du GPC3 et de l’AFP. ZHX2 réprime 
l’expression du GPC3 dans le foie adulte et AFR2 active son expression dans le foie en 
régénération (Morford et al., 2007)). Dans le CHC, SULF2 (voir II 3.3.3.) augmente 
l’expression du GPC3 par un mécanisme encore inconnu (Lai et al., 2008). Récemment, le 
GPC3 a été identifié comme une cible transcriptionnelle de c-MYC et la surexpression de cet 
oncogène corrèle avec la surexpression du GPC3 dans le CHC (Li et al., 2012). C-MYC 
active la transcription du GPC3 et réciproquement le GPC3 augmente l’expression de c-
MYC, ce qui forme une boucle de régulation positive.  




La compréhension des mécanismes altérant l’expression du GPC3 dans le CHC 
permettrait de mieux appréhender sa fonction dans les mécanismes pro-oncogéniques. 
L’ensemble des régulateurs connus actuellement ne suffit pas pour expliquer le profil 
d’expression complexe du GPC3 dans ce cancer, ce qui suggère qu’il existerait d’autres 
régulateurs. 
 
À mon arrivée dans le laboratoire, Laloo et collaborateurs avaient développé la 
méthode « Functional integrated and quantitative analyse to measure post-transcriptional 
REGulation » (FunREG) ((Laloo et al., 2009) et Annexe 2). À titre indicatif, la méthode 
FunREG utilise deux populations cellulaires transduites par un transgène lentiviral 
différent (Figure 28) contenant (i) une région 3’NT de référence ou (ii) la région 3’NT du 
GPC3. Ces deux transgènes contiennent la séquence codante de l’eGFP sous le contrôle 





Les deux populations ont le même taux de transcription de l’eGFP, car elles sont issues du 
même type cellulaire et expriment l’eGFP à partir du même promoteur. Par conséquent, les 
variations d’expression de l’eGFP entre les deux populations sont dues à des mécanismes de 
régulation post-transcriptionnelle spécifique de la région 3’NT d’intérêt. La méthode FunREG 
permet de mesurer de manière quantitative et comparative la régulation post-transcriptionnelle 
entre des cellules normales et des lignées tumorales. 
 
 Grâce à cette méthode, l’équipe a montré que le GPC3 est surexprimé dans les lignées 
de CHC par rapport aux hépatocytes normaux, en partie par un mécanisme de régulation post-
transcriptionnelle dépendant de sa région 3’NT (Maurel et al., 2012). Ce résultat indique qu’il 
y a des facteurs régulateurs agissant en trans au niveau de la région 3’NT du GPC3 qui sont 
dérégulés entre les lignées de CHC et les hépatocytes normaux.  
EF1a eGFP 3’NT GPC3 EF1a eGFP 3’NT référent 
Population cellulaire de référence Population cellulaire d’intérêt 
Figure 28 : Schéma des transgènes utilisés dans la méthode FunREG 
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Comme les miARNs sont des régulateurs importants de l’expression génique et qu’ils sont 
largement décrits comme dérégulés dans le cancer, nous avons émis l’hypothèse que certains 
miARNs dérégulés dans le CHC altèrent l’expression du GPC3 par un mécanisme 
dépendant de sa région 3’NT.  
 
C’est dans ce cadre que s’inscrit l’objectif principal de ma thèse qui est d’identifier les 
miARNs régulateurs du GPC3 qui participent à sa surexpression dans le CHC. Le premier 
objectif de mon travail de thèse a été de mettre au point un crible fonctionnel, basé sur le 
principe du FunREG, pour identifier de manière systématique l’ensemble des miARNs 
régulant l’expression du GPC3 via sa région 3’NT. Le second objectif de ce travail visait à 
valider et à caractériser le mode d’action de miARNs candidats identifiés dans le crible. J’ai 
plus particulièrement focalisé mon attention sur : 
 
· miR-1271 qui est globalement sous-exprimé dans le CHC et inhibe l’expression du 
GPC3 (Manuscrit 1). 
 
· miR-1291 qui augmente l’expression du GPC3 et est surexprimé dans certains groupes 
de CHC (Manuscrit 2). 
 








A mon arrivée au laboratoire, j’ai eu l’opportunité de participer techniquement à un 
projet dont l’objectif principal visait à identifier des miARNs régulateurs de l’expression du 
GPC3 sur la base exclusive de prédictions réalisées à partir d’outils bioinformatiques ((Jalvy-
Delvaille et al., 2012) en Annexe 3). Les prédictions réalisées par miRWalk indiquent que 
deux cents miARNs peuvent s’apparier à la région 3’NT du GPC3. MiR-96 et miR-182 sont 
les deux miARNs ayant la plus forte probabilité de cibler cette région (6/10 et 5/10 
algorithmes testés). Ces deux miARNs appartiennent au cluster miR-96/182/183 et sont des 
paralogues, car ils possèdent la même séquence graine. À l'aide de la méthode FunREG, nous 
avons montré que miR-96 inhibe l'expression du GPC3 alors que miR-182 en est incapable. 
Nos résultats montrent que ces deux paralogues ne régulent pas les mêmes gènes, car ils 
diffèrent par leur type d’appariement avec leur cible. L’appariement prédit entre le GPC3 et 
miR-96 est de type 8mer alors qu’il est de type 7mer-1A avec miR-182 (voir section I. 2.1.1).  
 
Ces données montrent que la complexité et la subtilité des mécanismes d’interaction 
miARN : ARNm a un impact important sur l’expression des gènes cibles. Même si les outils 
de prédiction permettent de rechercher de manière globale les interactions possibles entre 
l’ensemble des miARNs et une cible donnée, cependant ils fournissent une liste de plusieurs 
centaines de candidats qui ne peuvent pas être tous testés expérimentalement de manière 
individuelle. 
 
Pour résoudre ce problème, le premier objectif de ma thèse a visé à développer un 
crible fonctionnel pour identifier l’ensemble des miARNs régulateurs du GPC3. Pour cela, 
j’ai modifié la méthode FunREG en utilisant la fluorescence de deux gènes rapporteurs (eGFP 
et tdTomato) coexprimés dans la même lignée. J’ai criblé une bibliothèque de 876 miARNs 
humains et validé cinq miARNs régulateurs du GPC3. Deux d’entre eux sont dérégulés dans 
le CHC, miR-1271 et miR-1291. Dans ce manuscrit, je me suis d’abord focalisé sur le rôle de 
miR-1271 dans la régulation de l’expression du GPC3. 
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Supplementary Figure Legends 
 
Supplementary Figure S1: Expression of miR-1303, miR-1291 and miR-96 in HCC and 
HCC subgroups compared to non-tumoral livers (NTL). (A-C): Relative expression of miR-
1303 (Panel A; ANOVA: P=0.0047), miR-1291 (Panel B; ANOVA: P=0.9919) and miR-96 
(Panel C; ANOVA: P=0.0215) in 112 HCC and 21 NTL. Expression in HCC subgroups are as 
indicated5. In this figure, bars represent means and error bars represent standard errors of the 
mean. *P<0.05; **P<0.01. 
 
Supplementary Figure S2: miR-1271 overexpression affects the cell cycle. HuH7 cells were 
transfected with the indicated small RNAs. Six-days later, cells were lysed and stained with 
propidium iodide. Cell fluorescence and DNA repartition were analyzed by FACS (n=3; 
Panels A, ANOVA: P=0.0339; Panel B, ANOVA: P=0.0093; Panel C: ANOVA: P=NS). In 
this figure and following ones, bars represent means and error bars represent standard 
deviations. *P<0.05; **P<0.01. 
 
Supplementary Figure S3: miR-1271 overexpression induces the necrosis of HuH7 cells. 
The percentage of necrotic cells (propidium iodide test) was measured 3-days after 
transfection by the indicated small RNAs (ANOVA: P<0.0001; n=3). ***P<0.001. 
 
Supplementary Figure S4: miR-1271 negatively controls the growth of SNU398 cells. 
Growth of SNU398 cells was measured 6-days after transfection by the indicated small RNAs 
(ANOVA: P<0.0001; n=4). **P<0.01; ***P<0.001. 
 
Supplementary Figure S5: Expression of miR-1271 is associated with plasmatic levels of 
AFP. (A) miR-1271 expressions in 36 G1-G3 HCC were divided in two groups (inferior or 
superior at 0.5) based on the mean of miR-1271 expression in NTL samples. Then plasmatic 
level of AFP was compared in the two groups (Mann-Whitney test: P=0.0013). (B) Plasmatic 
levels of AFP in 36 G1-G3 HCC were divided in two groups: AFP < 20ng/mL or AFP > 
20ng/mL. Then miR-1271 expression was compared in the two groups (Mann-Whitney test: 
P=0.0028). **P<0.01. 
 
Supplementary Table 1: Clinical and genetic characteristics of the first series of 133 liver 
samples. 
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Supplementary Table 2: Clinical characteristics of the second series of 38 liver paired 
samples. 
 
Supplementary Table 3: The twenty-four miRNAs having the higher probability to interact 
with the GPC3 3’UTR as predicted by miRWalk6. MiR-96 and its paralogue miR-1271 are 
highlighted. 
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Dans ce travail, j’ai démontré que l’expression du transgène « eGFP-3‘NT GPC3 » est 
quatre fois plus importante dans des lignées de CHC par rapport aux hépatocytes normaux. 
Ces résultats suggèrent donc fortement que la régulation post-transcriptionnelle du GPC3 est 
altérée de manière différentielle dans les cellules tumorales et les cellules non transformées. 
Implicitement, ces résultats sous-entendent aussi que des facteurs trans-régulateurs modulent 
différemment l’expression du GPC3 entre les cellules normales et tumorales. Pour déterminer 
si certains miARNs sont impliqués dans le contrôle post-transcriptionnel du GPC3, j’ai par 
conséquent criblé une bibliothèque de 876 miARNs humains. Les résultats du crible m’ont 
permis de sélectionner huit candidats, puis d’en valider cinq comme étant des régulateurs de 
l’expression du GPC3. Parmi eux, le miR-1271 a attiré mon attention car il est sous-exprimé 
dans 92% des échantillons de CHC testés dans notre étude. Dans des lignées de CHC, il joue 
un rôle anti-prolifératif, pro-apoptotique et il diminue la stabilité de l’ARNm du GPC3 en 
ciblant sa région 3’NT. De plus, la sous-expression du miR-1271 corrèle avec la 
surexpression du GPC3 dans tous les échantillons de CHC infectés par le VHB. Ces résultats 
suggèrent fortement que la sous-expression du miR-1271 (i) contribuerait à la surexpression 
du GPC3 dans le CHC et (ii) participerait de ce fait au phénotype tumoral en augmentant la 
prolifération cellulaire et en diminuant l’apoptose.  
 
En choisissant une stratégie basée sur un crible fonctionnel, nous avons éliminé un 
grand nombre de faux-positifs par rapport aux outils bioinformatiques. D’après miRWalk, 
200 miARNs sont prédits pour cibler la région 3’NT du GPC3, parmi eux seul deux miARNs 
ont été validés. Cette stratégie nous a aussi permis d’identifier trois miARNs non initialement 
prédits qui pourtant ont bien un effet sur l’expression du GPC3 endogène : 
 
· MiR-96 (6 prédictions / 10 algorithmes testés) et miR-1271 (4 prédictions / 10 
algorithmes testés) font partie des miARNs prédits et répriment l’expression du GPC3 
en ciblant directement le même site de fixation. 
 
· MiR-129-1-3p, miR-1291 et miR-1303 ne sont pas prédits par les outils 
bioinformatiques comme ciblant le GPC3. Ils augmentent l’expression du GPC3 
endogène probablement via une interaction non conventionnelle (voir section I. 2.1.2) 
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ou en ciblant un facteur intermédiaire régulant négativement l’expression du GPC3 
(voir section I. 3.1.2.2).  
 
Récemment le miR-219-5p a aussi été identifié comme un régulateur de l’expression 
du GPC3. Il est sous-exprimé dans 60% des CHC et inhibe l’expression du GPC3 en ciblant 
sa région 3’NT (Huang et al., 2012). Ce miARN n’a pas été identifié dans notre crible, il 
pourrait donc correspondre à un faux négatif. Cette différence de résultat peut s’expliquer par 
les différentes méthodologies utilisées dans les deux approches, nous nous sommes placés 72 
heures après transfection à une concentration de 12 nM de miARNs mimics alors que Huang 
et collaborateurs ont transfecté 96 heures à 50 nM. Dans leur étude, l’effet du miR-219-5p 
endogène n’a pas été testé sur l’expression du GPC3. Le miR-219-5p n’a pas été quantifié de 
manière absolue dans les lignées cellulaires ou les échantillons de CHC, son taux 
d’expression dans le foie normal et tumoral reste donc à analyser. De plus, le travail réalisé 
par Huang et collaborateurs ne valide pas clairement que l’effet biologique du miR-219-5p 
passe bien par l’inhibition de l’expression du GPC3 (restauration phénotypique par 
surexpression d’une forme du GPC3 résistante au miARN). Il faudrait donc apporter d’autres 
preuves expérimentales pour valider miR-219-5p comme régulateur de l’expression du GPC3. 
 
Une limite de notre processus de sélection réside dans le fait que la stratégie du crible 
est basée uniquement sur la région 3’NT du GPC3. En effet, les cinq miARNs validés 
semblent agir uniquement sur la stabilité de l’ARNm du GPC3. Aucun miARN agissant sur 
l’efficacité de traduction n’a été identifié. Ce résultat pourrait être dû au hasard ou à un biais 
en raison de l’absence de la région 5’NT du GPC3 par exemple. Les transgènes utilisés 
possèdent une région 5’NT minimale, mais la conformation circulaire de l’ARNm 
transgénique reste encore à démontrer (voir section I. 3.1.1.1). Cette conformation semble en 
effet indispensable pour atténuer l’efficacité de traduction de l’ARNm cible (Izaurralde and 
Zamore, 2009; Zipprich et al., 2009). Une amélioration possible de notre stratégie serait donc 
de cloner la région 5’NT du gène d’intérêt, en amont de l’eGFP, ce qui permettrait de 
résoudre ce problème et d’identifier simultanément les miARNs ciblant la région 5’NT. 
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Les perspectives de ce travail sont multiples : 
 
· La dérégulation du miR-1271 in vivo pourrait permettre d’étudier son rôle anti-
oncogénique/suppresseur de tumeur et de comprendre sa fonction dans la 
carcinogénèse hépatique 
 
· L’implication des cinq miARNs validés dans la régulation de l’expression du GPC3 
pourrait être étudiée dans d’autres pathologies associées au GPC3 (SGBS, cancers, 
voir section II .3.3). 
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Dans l’étude présentée dans la section 1 des résultats, j’ai démontré que le niveau 
d’expression du GPC3 est, par un mécanisme post-transcriptionnel, multiplié par quatre, dans 
les cellules tumorales, par comparaison avec les cellules non transformées (Maurel et al., 
2012). La sous-expression du miR-1271 ne suffit pas à elle seule pour expliquer cette 
différence. Afin de mieux caractériser les mécanismes mis en jeu dans le processus de 
régulation post-transcriptionnelle de l’expression du GPC3, j’ai évalué le rôle de trois autres 
miARNs identifiés dans le crible fonctionnel mis en œuvre sur le 3’UTR du GPC3 (Maurel et 
al., 2012). et qui augmentent l’expression du GPC3. L’information disponible dans la 
littérature sur ces trois miARNs reste à ce jour très succincte. 
 
· MiR-129-1-3p est surexprimé dans le cancer du côlon métastasé dans les ganglions 
lymphatiques (Huang et al., 2009). Son gène est localisé dans un site chromosomique 
fragile (FRA7H) fréquemment délété dans de nombreux cancers (Calin et al., 2004). 
Mais il n’est pas exprimé dans le foie normal et dans le foie tumoral, il présente donc 
très peu d’intérêt dans la régulation de l’expression du GPC3 dans le CHC. 
 
· MiR-1303 est muté dans 80% des tumeurs issues de cancer colorectal présentant un 
déficit du système de réparation des mésappariements (El-Murr et al., 2012). Mais il 
n’est pas dérégulé entre les échantillons de foie normal et de foie tumoral, par 
conséquent, tout comme le miR-129-1-3p, il présente peu d’intérêt dans la régulation 
de l’expression du GPC3 dans le CHC. 
 
· MiR-1291 est sous-exprimé dans le carcinome rénal (Hidaka et al., 2012) et dans le 
sang périphérique des patients atteints d’un infarctus aigu du myocarde (Meder et al., 
2011). Il est surexprimé dans 20% des CHC (Figure 29), correspondant aux groupes 
G2 et G3 (voir section II 2.2.1) (données non publiées de Yannick Ladeiro). Ce 
miARN représente donc un candidat intéressant qui pourrait contribuer à la 
surexpression du GPC3 dans le CHC. 































Figure 29 : Expression relative du miR-1291 dans le foie non tumoral et  le foie tumoral. MiR-1291 est surexprimé 
d'un facteur 4 dans les groupes G2 et G3 
 
L’objectif général de ce travail vise par conséquent à caractériser le mécanisme 
d’action de miR-1291 dans la régulation positive de l’expression du GPC3. L’ARNm codant 
pour le GPC3 ne possédant pas de site d’appariement prédit avec ce miARN, j’ai donc émis 
l’hypothèse que le miR-1291 pourrait induire son expression en ciblant un facteur inhibiteur 
intermédiaire. Afin d’identifier ce facteur intermédiaire, j’ai mis en place une approche 
combinant une analyse in silico et une validation fonctionnelle expérimentale grâce à laquelle 
j’ai identifié « inositol requiring enzyme-1 a » (IRE1a) comme candidat potentiel dont 
l’expression est réprimée par miR-1291 et qui régule négativement l’expression du GPC3. 

















MicroRNA-1291-mediated silencing of IRE1a enhances Glypican-3 expression 
(soumis à RNA) 
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ABBREVATIONS  
AMD, AU-rich-mediated decay; ANOVA, one-way analysis of variance; CDS, coding 
sequence; DF-FunREG, Dual-Fluorescence FunREG system; DTT, dithiothreitol; ER, 
endoplasmic reticulum; FBS, Fetal Bovine Serum; GAPDH, Glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase; GFP, Green Fluorescent protein; GPC3, Glypican-3; 
GPI, glycosylphosphatidylinositol; HCC, hepatocellular carcinoma; miRISC, miRNA-
induced silencing complexes; miRNAs, microRNAs; NMD, Nonsense-Mediated 
mRNA Decay; RIDD, Regulated IRE1a-Dependent Decay; SD, standard deviation; 
siRNA, small inhibitory RNA; snoRNA, small nucleolar RNA; Tun, Tunicamycin; UPR, 
unfolded protein response; UTR, untranslated region. 
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Abstract 
MicroRNAs (miRNA) are generally described as negative regulators of gene 
expression. However rare evidences have pointed toward a positive role for these 
small non-coding RNAs in gene expression. Recently we reported that miR-1291 up-
regulates GPC3 mRNA expression in hepatoma cells through a 3'-untranslated 
region (UTR)-dependent mechanism. In the absence of any evidence of direct 
interaction between miR-1291 and GPC3 mRNA, we hypothesized that miR-1291 
could act by silencing a negative regulator of GPC3 mRNA expression. Based on in 
silico analyses and experimental validations, we demonstrate that miR-1291 down-
regulates the expression of the mRNA encoding the endoplasmic reticulum-resident 
stress sensor IRE1a by interacting with a specific site located in its 5'-UTR. 
Moreover, we show in vitro and in cultured cells that IRE1a cleaves GPC3 mRNA at 
a 3'-UTR consensus site, thereby prompting GPC3 mRNA degradation. Finally, we 
show that the expression of a miR-1291-resistant form of IRE1a abrogates the 
positive effects of miR-1291 on GPC3 mRNA expression. Collectively, our data 
demonstrate that miR-1291 is a biologically relevant regulator of GPC3 expression in 
hepatoma cells and acts through the silencing of the endoribonuclease IRE1a.  
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Introduction 
MicroRNAs (miRNAs) are endogenous ~22nt non-coding RNAs which regulate 
gene expression by controlling target mRNA translation and/or degradation (Bartel 
2009; Fabian et al. 2010; Huntzinger and Izaurralde 2011). In most cases, miRNAs 
act as post-transcriptional repressors of gene expression through mechanisms 
involving sequence-specific mRNA:miRNA recognition and the regulated binding of 
miRNA-induced silencing complexes (miRISC) on target 3'-untranslated region (UTR) 
(Pillai et al. 2007). In addition, few reports also demonstrate the existence of miRNA-
mediated target induction through molecular processes involving either the direct 
miRNA:target pairing or the indirect regulation of intermediary factors (Vasudevan 
2012). Although the precise mechanisms underlying these phenomena remain 
elusive, several experimental evidences have been recently uncovered. For instance, 
some miRNAs positively regulate gene expression through a direct pairing depending 
on the cellular context or the site location (e.g. 5'UTR) (Vasudevan et al. 2007; Orom 
et al. 2008; Vasudevan 2012). This was well illustrated with miR-10a which binds to 
ribosomal protein RPS16, RPS6 and RPL9 encoding mRNA 5’-UTR and 
consequently enhances their translation (Orom et al. 2008). MiRNAs have also been 
implicated in gene up-regulation by targeting promoter elements. This is the case of 
miR-744 and miR-1186, which induce the transcription of mouse Cyclin B1 (Huang et 
al. 2012). Other illustrations of miRNA-dependent gene induction were provided by 
recent discoveries showing that some miRNAs attenuate Nonsense-Mediated mRNA 
Decay (NMD) (Bruno et al. 2011) and AU-rich-mediated decay (AMD) processes (Ma 
et al. 2010).  
 In a previous study, we reported that three miRNAs promote Glypican-3 
(GPC3) expression in hepatoma cells by a mechanism dependent on the 3’-UTR 
(Maurel et al. 2012). GPC3 belongs to the heparan sulfate proteoglycan family and 
regulates the signaling pathways mediated by WNTs, Hedgehogs, fibroblast growth 
factors and bone morphogenetic proteins (Fransson 2003; Filmus et al. 2008). GPC3 
is a glycosylphosphatidylinositol (GPI) membrane-anchored protein that uses the 
secretory pathway to reach the plasma membrane. GPC3 is a gene involved in 
various human diseases including type 1 Simpson-Golabi-Behmel syndrome and 
Wilms tumors. Moreover GPC3 is overexpressed in hepatocellular carcinoma (HCC) 
and hepatoblastoma (Jakubovic and Jothy 2007) in which its expression correlates 
with tumor aggressiveness and poor prognosis (Shirakawa et al. 2009). To 
characterize the miRNAs regulating GPC3 expression in HCC-derived cells, we 
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screened a library of 876 human mature miRNA mimics using the GPC3 3’-UTR as a 
bait (Maurel et al. 2012). MiR-129-1-3p, miR-1291 and miR-1303 were identified as 
promoting the up-regulation of GPC3 mRNA expression through uncharacterized and 
GPC3 3’-UTR-dependent mechanisms. Interestingly miR-1291 is more particularly 
up-regulated in HCC subgroups that express high levels of GPC3 (Maurel et al. 
2012). 
 In the present study, we investigated the molecular mechanisms by which 
miR-1291 may induce GPC3 mRNA expression in hepatoma cells. To this end, an 
integrated approach combining in silico analyses, in vitro and cell-based validations 
was undertaken. We demonstrate that miR-1291 represses the expression of the 
endoplasmic reticulum (ER)-resident endoribonuclease IRE1a, which itself promotes 
GPC3 mRNA decay. The latter regulation occurs through a mechanism which could 
be related to the Regulated IRE1a-Dependent Decay (RIDD) of mRNA (Hollien et al. 
2009), therefore adding to the repertoire of miRNA-mediated decay mechanisms of 
repressive protein-associated machineries. 
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Results 
MiR-1291 targets an intermediate factor that regulates GPC3 mRNA expression 
 At first, to characterize miR-1291 mode of action on GPC3 mRNA expression 
increase, we used GFP-GPC3 3'-UTR-expressing HuH7 cells and the FunREG 
method (Laloo et al. 2009; Laloo et al. 2010). The average number of lentiviral 
transgene copies per cell (‘transgene copy number’, TCN) was measured by 
quantitative PCR in HuH7 cells expressing the GFP-GPC3 3'-UTR transgene. Then 
the cells were transfected with a mature miR-1291 mimic or a control RNA. Three 
days later, eGFP protein (P) and mRNA (M) expression was determined using FACS 
and RT-qPCR, respectively. Finally P/TCN, M/TCN and P/M ratios, which 
respectively correspond to the global post-transcriptional regulation, the mRNA 
stability and the translation efficiency, were calculated (Laloo et al. 2009; Laloo et al. 
2010). FunREG ratios (Fig. 1A) indicated that miR-1291 enhanced the global post-
transcriptional regulation of GPC3 expression by ~50%, as previously reported 
(Maurel et al. 2012). This effect exclusively resulted from an increased mRNA 
stability, as the translation efficiency remained unchanged (Fig. 1A). These results 
demonstrated that miR-1291 stabilizes GPC3 mRNA through a mechanism involving 
the 3'UTR. 
 Then, since this miRNA up-regulates GPC3 expression despite the absence of 
any predicted binding site within the mRNA, we hypothesized that miR-1291 might 
down-regulate the expression of an intermediate factor whose function would be to 
destabilize GPC3 mRNA. To identify such candidate gene, miR-1291 targets were 
defined in silico using miRWalk predictions (Dweep et al. 2011) and yielded 2782 
candidates predicted to contain at least one miR-1291 binding site in their promoter, 
5'-UTR, coding sequence (CDS) and/or 3'-UTR. Among them, 83 candidates were 
annotated as post-transcriptional regulators in the Gene Ontology (GO) annotation 
database. Further analyses were carried out to determine specific functional groups 
among those 83 candidates. First, hierarchical clustering was performed GO 
annotations for Biological Processes (GOBP) based on the hypothesis that miR-1291 
could target an actor of RNA catabolism. This analysis was carried out on the most 
represented annotations, namely GO:0006139/nucleobase-containing compound 
metabolic process; GO:0090304/nucleic acid metabolic process; GO:0016070/RNA 
metabolic process and GO:0006396/RNA processing; GO:0006401/RNA catabolic 
process. This revealed that the 83 candidates clustered into 5 main groups (Fig. 1B). 
Among the groups generated in the GOBP analysis, one contained a unique gene: 
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ERN1. This analysis was further completed by the manual annotation performed on 
the 83 candidates including the presence of a transmembrane helix (computed using 
the TMHMM program (Sonnhammer et al. 1998)), the ability to bind RNA and an 
RNA-related enzymatic activity (either direct or indirect), information retrieved from 
databases (see Materials and Methods) and from the literature. Clustering of this 
information (which was annotated on a binary mode) revealed the presence of 7 
clusters substantially different from those obtained in Fig. 1B. But here again, ERN1 
clustered as the unique constituent of a group (Fig. 1C). Collectively, this reflected 
both the presence of a trans-membrane domain and the endoribonuclease function 
of ERN1 and positions ERN1 as a potential candidate linking miR-1291 to GPC3 
expression regulation. We further analyzed the functional organization of the 83 
candidates based on their cellular component (GOCC) and integrating the 
information that GPC3 mRNA encodes a extracellular membrane protein, which is 
exported to its final destination through the secretory pathway 
(GO:0043226/organelle; GO:0043227/membrane bound organelle; 
GO:000932/cytoplasmic RNA processing body; GO:0005634/nucleus; 
GO:0043233/organelle lumen). This new analysis revealed the presence of 7 main 
groups. This time, ERN1 co-clustered with 6 other candidate genes, namely TIRAP, 
BICD1, CHERP, TLR7, SLC11A1 and TRMU that belong to membranous 
compartments (Fig. 1D). 
 To test the functional relevance of this group of genes, a novel clustering 
analysis of those 7 candidates that integrated all the above-mentioned data was 
carried out and revealed, as anticipated, that ERN1 branched out from the other 
candidates (Fig. 2A). Moreover, a score analysis was performed to determine which 
of those genes was the strongest miR-1291 potential candidate to achieve a decay 
function towards GPC3 mRNA. As shown in Figure 2A (dark blue components 
represent the strongest scores for each information), this revealed that ERN1 
represented the strongest candidate of our selection as it belonged to the same 
cellular compartment as GPC3 and displayed an endogenous RNase activity. 
Interestingly, when the same approach was carried out on the 83 candidates, a 
similar result was obtained when considering GPC3 mRNA as the target (not shown). 
ERN1, also known as inositol-requiring enzyme 1 (IRE1a) is an ER-resident 
transmembrane protein and a site-specific endoribonuclease activated upon 
accumulation of misfolded protein in this cellular compartment (ER stress). It is a 
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major sensor of the Unfolded Protein Response (UPR), an adaptive mechanism 
activated upon ER stress (Calfon et al. 2002; Schroder and Kaufman 2005). The 
cytoplasmic endoribonuclease domain of IRE1a was first described to cleave XBP1 
mRNA, yielding to its splicing and the production of an active transcription factor in 
response to ER stress (Yoshida et al. 2001). In addition Hollien and colleagues 
showed that, upon ER stress, IRE1a also induces the decay of mRNAs encoding 
membrane and secreted proteins in fly and mammalian cells through the RIDD 
pathway (Hollien and Weissman 2006; Hollien et al. 2009). GPC3 corresponds to the 
latter criteria as this GPI-membrane-anchored protein uses the secretory pathway to 
reach its final destination, i.e. the plasma membrane. Interestingly, three sites 
homologous to the 5'-CUGCAG-3' IRE1a consensus cleavage site previously defined 
by Oikawa and colleagues (Oikawa et al. 2010) are present in GPC3 mRNA, 
including one in the 3'-UTR (Fig. 2B). Altogether these analyses pointed toward 
ERN1/IRE1a as a potential miR-1291 candidate target in the context of GPC3 
expression regulation. As a consequence, we hypothesized that miR-1291 could 
target IRE1a, thereby attenuating its endoribonuclease activity towards GPC3 
mRNA. 
 Based the above data, we tested the impact of miR-1291 on IRE1a and GPC3 
expression in HuH7 cells. Overexpression of miR-1291 down-regulated the 
expression of IRE1a mRNA (Fig. 2C) and of the corresponding protein (Fig. 2D) by 
~40%, a degree of inhibition comparable to that observed for most other functional 
miRNAs (Avraham and Yarden 2012). As initially hypothesized, this effect was 
accompanied by the simultaneous increase in GPC3 mRNA and protein expression 
(Fig. 2C, D). The co-transfection of HuH7 cells with miR-1291 and its specific inhibitor 
(AM1291) abrogated miR-1291-mediated effects, thereby demonstrating the 
specificity of our results and validating the first part of our hypothesis. The lack of 
effect of AM1291 alone could neither be attributed to the lack of AM1291 efficacy, 
which counteracted miR-1291 functions (not shown) nor to a very low expression of 
miR-1291, which we found well expressed in HuH7 cells (Fig. S1). However, a 
possible explanation could be that IRE1a regulates the expression of its mRNA to 
control its own expression (Tirasophon et al. 2000). Collectively these results indicate 
that miR-1291 could regulate the expression of IRE1a. 
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IRE1a is a direct target of miR-1291 
 MiRWalk predicts that IRE1a mRNA contains a site pairing with miR-1291 in 
its 5'-UTR; a miRNA:mRNA interaction that was further supported by RNAhybrid 
((Rehmsmeier et al. 2004); Fig. 3A). Using GFP-expressing HuH7 cells bearing either 
a wild type or mutant IRE1a 5'-UTR (Fig. 3B), it was found that miR-1291 significantly 
inhibited GFP expression by ~30% with the wild-type IRE1a construct, whereas 
mutation abrogating the sequence complementary to miR-1291 seed abolished its 
biological activity (Fig. 3C). Using FunREG, we further demonstrated that miR-1291 
post-transcriptionally destabilized IRE1a mRNA with no effect on translation (Fig. 
3D). These data confirmed that miR-1291 directly targets IRE1a 5'-UTR and induces 
the degradation of its mRNA through a miRNA-seed recognition process. 
 
IRE1a regulates GPC3 mRNA expression and stability 
 To investigate the relationship between IRE1a and GPC3 in greater detail, 
IRE1a expression was silenced in HuH7 cells and cells were then exposed or not to 
ER stressors. Dithiothreitol (DTT), which reduces disulfide bonds, and Tunicamycin 
(Tun), an N-linked glycosylation inhibitor, were used to induce ER stress and thereby 
IRE1a activation (Schroder and Kaufman 2005). Both DTT and Tun induced XBP1 
mRNA splicing and these effects were attenuated in IRE1a-silenced cells, thus 
confirming the activation of the IRE1a/XBP1 signaling axis upon ER stress (Fig. 4A). 
Under the same experimental conditions, miR-1291 expression remained unchanged 
(Fig. S2). Interestingly, GPC3 expression increased at both mRNA (Fig. 4B) and 
protein (Fig. 4C) levels upon attenuation of IRE1a expression and this occurred 
independently of ER stress. Using actinomycin D to inhibit transcription, we further 
demonstrated that IRE1a silencing led to GPC3 mRNA stabilization (Fig. 4D). We 
then transfected HuH7 cells with miR-1291 and/or its specific antimiR to assess the 
specificity of miR-1291 towards the IRE1a arm of the UPR. At first, the impact of 
miR-1291 was evaluated on the activation of CHOP mRNA expression, a gene 
whose transcription is increased downstream of the PERK arm of the UPR upon ER 
stress (Schroder and Kaufman 2005). In parallel we monitored IRE1a-mediated 
XBP1 mRNA splicing under the same conditions. As shown in Figure S3A, miR-1291 
had no influence on the PERK arm of the UPR as CHOP mRNA expression was not 
affected by a variation of miR-1291 expression under basal conditions or upon ER 
- 85 - 
 
stress. However, miR-1291 specifically affected IRE1a endoribonuclease activity as 
shown by the attenuation of XBP1 mRNA splicing upon ER stress (Figure S3B). 
Collectively these data demonstrate that IRE1a controls GPC3 mRNA stability and 
that miR-1291 selectively targets the IRE1a arm of the UPR. 
 
IRE1a cleaves GPC3 through a canonical site located in its 3'-UTR 
 IRE1a is known to act as a site-specific endoribonuclease (Oikawa et al. 
2010). As mentioned above, GPC3 mRNA sequence contains 3 sites homologous to 
the 5'-CUGCAG-3' IRE1a consensus cleavage site and similar to those found in 
XBP1 mRNA. In addition, these 3 sites formed P-loop structures, thereby yielding 
potential cleavage sites for IRE1a (Oikawa et al. 2010) (Fig. 5A). To test whether 
IRE1a cleaves GPC3 mRNA and to identify the IRE1a cleavage sites, total RNA from 
HuH7 cells was subjected to an in vitro IRE1a-mediated cleavage assay 
(Bouchecareilh et al. 2010). RT-PCR was then carried out using primers flanking the 
3 consensus sites predicted above to precisely monitor GPC3 mRNA cleavage 
position. Interestingly, only one site among the three predicted appeared sensitive to 
IRE1a endoribonuclease activity in vitro (Fig. 5B). Indeed, the amount of RT-PCR 
product corresponding to the site located at nucleotides 2039/40 in GPC3 mRNA 3'-
UTR decreased by ~60% whereas the amount of four other GPC3 fragments, as well 
as the control GAPDH mRNA, did not change. This suggests that GPC3 mRNA 
contains only one functional IRE1a cleavage site in its 3'-UTR. To further 
demonstrate the relevance of this cleavage site, in vitro transcribed GPC3 mRNA 
and its mutated counterpart deleted for the predicted 2039/40 site were subjected to 
IRE1a-mediated cleavage. In a model where IRE1a would cleave GPC3 mRNA at 
the 2039/40 site (Fig. 5C), two RNA cleavage products of 1700nt and 300nt, 
respectively, would be produced. As anticipated from the latter model, cleavage of 
wild-type GPC3 mRNA generated two RNA fragments of the expected size (Fig. 5D, 
left). In contrast, deletion of the 2039/40 site in GPC3 mRNA abrogated its cleavage 
by IRE1a (Fig. 5D, right). Altogether these results demonstrated that, in vitro, IRE1a 
cleaves GPC3 in its 3'-UTR at the sole 2039/40 site. 
 To test the in vivo relevance of this observation in cultured cells, we evaluated 
the capacity of IRE1a to cleave GPC3 mRNA in cultured cells. Using targeted RT-
qPCR (Iqbal et al. 2008), the amount of each GPC3 RNA fragments was measured 
in HuH7 cells upon siRNA-mediated downregulation of 5’-3’ exonucleases XRN1/2 or 
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RNA helicase SKI2, the latter mediating the 3'-5' degradation of mRNA through the 
cytoplasmic exosome (Fig. 5E). Compared to control, SKI2 siRNA, led to SKI2 mRNA 
decrease as expected (data not shown) and to the accumulation of GPC3 mRNA 
Fragment 1, the fragment upstream of IRE1a cleavage site, with no effect on the 
amount of Fragment 2 (the fragment downstream of the site) (Fig. 5F). In contrast, 
the silencing of XRN1 or XRN2 led to an increase in Fragment 2 with no effect on the 
amount of Fragment 1 (Fig. 5F). This shows that the GPC3 mRNA cleavage site 
identified in vitro also exists in cells. Furthermore, siRNA-mediated silencing IRE1a 
led to the disappearance of these fragments (Fig. 5F), consistent with an in vivo 
IRE1a-mediated cleavage of GPC3 mRNA in its 3'-UTR at the 2039/40 site. 
 Our initial hypothesis raised the possibility that miR-1291 would target the 
expression of a negative regulator of GPC3 mRNA stability. Our results pointed 
toward IRE1a as being this protein. In this context, it would be predicted that 
expression of a miR-1291 resistant form of IRE1a mRNA (i.e. devoid of its 5’UTR) 
would prevent miR-1291-mediated GPC3 up-regulation. As predicted, 
overexpression of an IRE1a transgene lacking its 5’UTR in HuH7 cells (Fig. S4) 
inhibited miR-1291-mediated up-regulation of GPC3 mRNA expression and led to a 
decrease in GPC3 mRNA expression, thereby confirming the functional relationship 
between those three genes (Fig. 6A). Hence, our results demonstrated that miR-
1291 targets IRE1a through its 5'UTR, thereby attenuating IRE1a-mediated decay of 
GPC3 mRNA and consequently leading to increased GPC3 expression in hepatoma 
cells. 
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Discussion 
 In this work we characterized the molecular mechanism by which miR-1291 
post-transcriptionally up-regulates GPC3 expression (Fig. 6C). Using an integrated 
approach combining both in silico analyses and in vitro/cell-based validations, we 
report that miR-1291 binds to the IRE1a 5'-UTR thus destabilizing its mRNA and 
leading to its degradation. We also demonstrate the presence of a functional IRE1a 
cleavage site in GPC3 mRNA 3'-UTR, thereby indicating that GPC3 mRNA is a 
genuine RIDD substrate. Collectively, our data show that miR-1291 up-regulates 
GPC3 mRNA expression by down-regulating IRE1a mRNA expression. Therefore 
our results point toward a novel miRNA-dependent gene expression control 
mechanism through IRE1a silencing and RIDD attenuation. 
 MiRNAs generally act as negative regulators of gene expression (Bartel 2009). 
However, some were also shown to act positively (Vasudevan 2012). Using a 
functional miRNA screening, we recently identified three miRNAs enhancing GPC3 
expression through a 3'-UTR-dependent mechanism among which miR-1291 (Maurel 
et al. 2012). Little is known about the functional properties of miR-1291 in cells. 
MiRNAs loci are located in different regions of the genome. Half is intragenic and is 
encoded by protein-coding genes or non-coding RNA genes. This is the case of miR-
1291, which is localized in the SNORA34 gene (Scott et al. 2009; Brameier et al. 
2011). MiR-1291 expression is down-regulated in renal cell carcinoma (Hidaka et al. 
2012) and in the peripheral blood of acute myocardial infarction patients (Meder et al. 
2011). However no functional or pathophysiological roles have been associated with 
these observations. As there is no predicted miR-1291 binding site on GPC3 mRNA, 
we hypothesized that miR-1291 could enhance GPC3 expression by an indirect 
mechanism involving an intermediate regulatory factor recognizing GPC3 mRNA 3'-
UTR. Such a mechanism has for instance been illustrated with the targeting of genes 
involved in NMD (Bruno et al. 2011) or in the CCR4-NOT complex (Behm-Ansmant et 
al. 2006).  
 As one miRNA can target hundreds of different mRNAs, it is likely that many 
negative regulatory intermediates might be the target of miR-1291 to control GPC3 
expression. To restrict the number of candidates obtained in silico to an 
experimentally testable set, we focused on regulatory factors involved in RNA 
catabolism and likely acting on a sequence-specific site recognition basis. In silico 
data pointed towards IRE1a as a potential candidate as this gene fulfilled the above-
- 88 - 
 
mentioned criteria (Fig. 1 and 2). The experimental validation revealed that IRE1a 
was a direct target of miR-1291 (Fig. 2). Remarkably, miR-1291 specifically paired 
with a site located in IRE1a 5'-UTR (Fig. 2). MiRNA:5'-UTR target interactions are 
currently poorly described, likely due to the fact that most of the current 
bioinformatics tools generate predictions on 3'-UTR sequence and not on the full 
mRNA sequence, which therefore may introduce a prediction bias. In contrast to 
most available tools miRWalk produces miRNA-targets interactions information on 
the complete mRNA sequence as well as on the gene promoter (Dweep et al. 2011). 
Finally, the identification of human miR-1291 orthologues in other mammalian 
species using miRBase (Griffiths-Jones et al. 2008; Kozomara and Griffiths-Jones 
2011) together with the conservation of their binding sites in IRE1a 5'-UTRs in 
several species suggested the existence of a similar regulatory mechanism in 
mammals (data not shown). 
 In the past two years, several studies have identified miRNAs whose 
expression is regulated downstream of UPR signaling. Each one of the UPR sensors 
relays information on the protein folding status from the ER lumen to the nucleus, 
thereby controlling gene expression. The PERK branch was described to control the 
expression of miR-708 (Behrman et al. 2011), miR-106b-25 (Gupta et al. 2012) and 
miR-30c-2* (Byrd et al. 2012). In the same way, ATF6 down-regulates the expression 
of miR-455 (Belmont et al. 2012) and IRE1a signaling increases that of miR-346 
(Bartoszewski et al. 2011). Recently, miR-122, the most abundant miRNA in the liver, 
which is under-expressed in hepatocellular carcinoma, was found to inhibit CDK4, 
which interacts and induces accumulation of PSMD10, a proteasome component and 
an enhancer of the UPR (Yang et al. 2011). Herein, we describe for the first time a 
miRNA acting as an upstream inhibitor of the UPR pathway by directly targeting 
IRE1a. Intriguingly, this regulation did not depend on ER stress, which suggests 
potential roles for UPR signaling components in non-stressed conditions. 
 Fine-tuning of the UPR plays a fundamental role in cancer cell fate decisions 
by determining adaptation and survival to ER stress, and eliminating irreversibly 
damaged cells (Moenner et al. 2007; Tabas and Ron 2011; Woehlbier and Hetz 
2011). In this context, IRE1a has evolved a dual function to preserve ER 
homeostasis (Han et al. 2009). First, the IRE1a/XBP1 axis is thought to favor tumor 
cell adaptation to stress by increasing the ability of these cells to synthesize and fold 
large amounts of transmembrane and secreted proteins. Second, prolonged 
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activation of the RIDD pathway might decrease tumor growth in a cell-specific 
manner by degrading mRNAs encoding pro-oncogenic proteins, including PDGFR 
and SPARC (Hollien and Weissman 2006; Dejeans et al. 2012). In the present study, 
we identify GPC3 mRNA as a novel RIDD substrate and demonstrate its cleavage by 
IRE1a endoribonuclease at a consensus site located in GPC3 mRNA 3'-UTR (Fig. 5). 
GPC3 is known to promote HCC cell growth by stimulating the WNT/b-catenin 
pathway (Capurro et al. 2005). Consequently our results suggest that miR-1291 
could act as an oncomiR by attenuating IRE1a expression and RIDD, thereby 
leading to GPC3 overexpression in hepatocellular tumors. This hypothesis should 
however be considered carefully as in the mean time miR-1291-mediated attenuation 
of IRE1a expression would also reduce XBP1 mRNA splicing. The integrated 
signaling outcomes resulting from this initial event would therefore determine the 
oncogenic potential of miR-1291. Finally, although it is currently believed that IRE1a 
activation plays an instrumental role in tumor progression (Auf et al. 2010; Dejeans et 
al. 2012), somatic driver mutations in the IRE1a gene were identified in cancers 
(Greenman et al. 2007) and recently associated with a loss-of-signaling function of 
this molecule (Xue et al. 2011), thereby also associating IRE1a inactivation with cell 
transformation. This might be consistent with the hypothesis of a pro-oncogenic miR-
1291-mediated attenuation of IRE1a signaling. 
 In conclusion, we report a novel mechanism of miRNA-mediated positive 
regulation of gene expression originating from the silencing of the endoribonuclease 
IRE1a (Fig. 6C). The physiological and pathophysiological consequences of such 
mechanism still remain to be fully investigated, especially in HCC in which GPC3 
overexpression plays a master regulatory role. However one can easily anticipate a 
significant contribution of IRE1a down-regulation to cancer development through the 
overexpression of cancer-associated downstream gene targets. 
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Materials and Methods 
Plasmids and cloning 
The pL-GFP-GPC3 3’-UTR lentiviral and pED-IRE1a plasmids were as described 
previously (Nguyen et al. 2004; Maurel et al. 2012). The pEF-hGPC3 plasmid was 
kindly provided by S. Mizushima and S. Nagata (Osaka Bioscience Institute, Japan) 
(Mizushima and Nagata 1990). The pcDNA3.1-DCUACAG-hGPC3 was obtained as 
follows: a mutant GPC3 gene devoid of the IRE1a cleavage site was synthesized 
(Eurofins MWG Operon), digested by NotI and cloned into the pcDNA3.1 vector 
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). The pL-wt-IRE1a 5'-UTR-GFP and pL-mut-IRE1a-
5'-UTR-GFP plasmids were constructed as follows: IRE1a 5’-UTR was amplified 
using 5’-CACGGATCCTGCCTAGTCAGTTCTGCGTC as forward primer and either 
5’-CACGGATCCGGCGAGGACTCGGCCCT  or 5’-
CACGGATCCGGCGAGGACTCCGGCGTGGCTCCGGGGG as reverse primers, 
respectively. Each PCR product was digested by BamHI and sub-cloned into pL-GFP 
plasmid (Maurel et al. 2012). Sequence was verified by DNA sequencing. 
 
Cell culture 
HuH7 cells were grown in DMEM (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) containing 10% 
Fetal Bovine Serum (FBS) and penicillin/streptomycin (1000 units/mL). Green 
Fluorescent protein (GFP)-expressing HuH7 cells were established using lentiviral 
transduction (m.o.i. =3) as previously described (Laloo et al. 2009; Jalvy-Delvaille et 
al. 2012). 
 
Small RNA transfection 
Small inhibitory RNAs (siRNAs, Supplementary Table S1) were designed using the 
Greg Hannon’s webtool (http://hannonlab.cshl.edu/). The negative control RNA, 
mature miRNA mimics and hairpin miRNA inhibitors were from Qiagen (Hilden, 
Germany). Small RNAs were transfected into the target cells by reverse-transfection 
using Lipofectamine RNAi Max (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) following the 
manufacturer’s instructions. 
  
RNA isolation, Reverse Transcription and qPCR analyses 
Total RNA was prepared using the TRI Reagent (Sigma, StLouis, MO, USA) 
following the manufacturer’s instructions. Mature miRNA expression was quantified 
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using the TaqMan microRNA Reverse Transcription Kit and TaqMan microRNA 
assays (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA). Messenger RNA expression was 
quantified using the SYBR Green Supermix (Quanta Biosciences, Gaithersburg, MD, 
USA). Quantitative PCR reactions were performed using the Step One Plus 
Quantitative PCR System (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA). For each data 
point, experiments were performed in triplicate. In all cases, each sample was 
normalized toward the expression of the 18S ribosomal RNA. PCR products were 
resolved on 1% agarose TBE 0.5x electrophoresis gels or 4% for the XBP1 splicing 
experiments. Primers used are as described in Supplementary Table S2.  
 
Antibodies and Western blot analyses 
Antibody against GPC3 was from Biomosaics (Burlington, NC, USA). Anti-IRE1a and 
anti-GAPDH were from Santa-Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA). Protein 
extraction and Western blotting were performed as previously described (Jalvy-
Delvaille et al. 2012). Signals were normalized to the amount of the housekeeping 
protein GAPDH. 
 
FunREG analysis  
FunREG analyses were performed three days after cell transfection as previously 
described (Laloo et al. 2009; Maurel et al. 2012). Cells were washed with PBS, 
detached with trypsin/EDTA, collected and analyzed by FACS using the BD 
LSRFortessa cell analyzer and the BD FACSDiva software (BD Biosciences, San 
Jose, CA, USA). In parallel, RNA was extracted from each cell population, reverse 
transcribed and quantitative PCR were performed as described above. 
 
Bioinformatic analyses 
In silico analyses were performed using miRWalk (Dweep et al. 2011). This program 
identifies the longest consecutive complementarity between miRNA and gene 
sequences, produces information about miRNA:target interactions on the complete 
gene sequence (promoter, 5'-UTR, coding sequence and 3'-UTR) of all known genes 
and compares the candidate miRNA binding sites with those established by 8 
miRNA-target prediction programs (i.e. DIANA-microT, miRanda, miRDB, PicTar, 
PITA, RNA22, RNAhybrid and TargetScan/TargetScanS). Finally miRWalk 
incorporates all the predicted miRNA binding sites produced by the miRWalk 
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algorithm and the 8 other programs into a relational database. The secondary 
structure of the GPC3 mRNA:miR-1291 interaction was predicted using M-FOLD 
(Zuker et al. 1999). Functional classification was achieved by g:profiler (Reimand et 
al. 2007). Generated data were also manually sorted and integrated to generate 
quantitative and qualitative information on the Gene Ontology (Cellular Compartment 
and Biological Process components). Moreover an additional piece of information 
concerning candidate miR-1291 targets was retrieved from databases (GeneCard, 
NCBI, miRBase, miRDB, HNGC) and from the literature to constitute another 
annotation binary (No = 0; Yes = 1) annotation file. All these data were then clustered 
and represented using the CLUSTER and TREEVIEW programs (de Hoon et al. 
2004; Saldanha 2004). All the clusters were built using Euclidian distances. Trees 
were generated using average linkage.  
 
RNA cleavage assay 
Ten µg of total RNA extracted from HuH7 were incubated at 37°C with the 
cytoplasmic domain of human IRE1a (5 µg) fused to GST (GST-IRE1acyto) for 4h in a 
buffer containing 25 mM Tris-HCl (pH 7.5), 0.5 mM MgCl2 and 1 mM ATP, as 
previously described (Bouchecareilh et al. 2010; Bouchecareilh et al. 2011). Heat-
denatured GST-IRE1acyto was used as control. RNA fragments were detected by RT-
PCR using specific primers (Supplementary Table S2). The pcDNA3.1-DCUACAG-
hGPC3 and pEF-hGPC3 plasmids were used as template for in vitro RNA 
transcription using the T7 polymerase (Promega, Madison, WI, USA). In vitro 
transcribed RNA was incubated at 37°C with 5 µg of GST-IRE1acyto and 1 mM ATP 
for 4h. Reaction products were then denatured 10 minutes at 65°C in RNA sample 
Buffer (56% formamide, 37% formaldehyde, 7% MOPS). Fragments resulting from 
the enzymatic reaction were resolved on 1% formaldehyde agarose gels and 
visualized by UV trans-illumination.  
 
Statistical analyses 
Statistical analyses were performed using GraphPad Prism 5.0 software (La Jolla, 
CA, USA). Data are presented as the mean of the indicated number of independent 
experiments ± standard deviation (SD). When experiment contained three groups of 
values or more, regular one-way analysis of variance (ANOVA) was used for the 
comparison of multiple means. Means were considered significantly different when 
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P<0.05. The ANOVA test was followed by a Bonferroni’s multiple-comparison post-
test and selected pairs of data were compared. Significant variations are indicated by 
asterisks. 
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Figure Legends 
Figure 1:  
MiR-1291 targets an intermediate factor that regulates GPC3 mRNA expression. 
(A) miR-1291 enhances GPC3 mRNA stability through its 3'-UTR. Top panel: 
schematic representation of the GFP-GPC3 3'-UTR transgene used in this study. 
Bottom panel: GFP-GPC3 3'-UTR-expressing HuH7 cells were transfected with a 
control RNA or miR-1291. Three days later, the transgene copy number (TCN) and 
the expression of eGFP protein (P) and mRNA (M) were measured. Finally the 
FunREG ratios were calculated as described in the Materials and Methods section. 
P/TCN: global post-transcriptional regulation, M/TCN: mRNA stability and P/M: 
translation efficiency (ANOVA: P<0.0001; n=5). **p<0.01. (B-D) Selection of miR-
1291-predicted targets involved in mRNA destabilization. Using miRWalk, 2782 gene 
candidates were predicted as miR-1291 targets (p-value <0.01). Among them, 83 are 
described as post-transcriptional regulators. Functional clustering of those 
candidates was performed based on the Gene Ontology annotation for biological 
processes (GOBP; B), on molecular annotation using data from various databases 
and literature (MA; C), or on the Gene Ontology annotation for cellular compartments 
(GOCC; D). Scale bar is indicated for GOBP and GOCC clusters. 
 
Figure 2: The mRNA destabilizing factor IRE1a is a direct target of miR-1291. 
(A) Information (GOBP, MA, GOCC) was integrated for seven candidate genes that 
were identified as relevant of a membranous compartment, namely ERN1, TIRAP, 
BICD1, CHERP, TLR7, SLC11A1 and TRMU. Hierarchical clustering was then 
performed as in Figure 1. Scale bar is indicated. (B) Identification of three sites 
homologous to the 5'-CUGCAG-3' IRE1a consensus cleavage site in GPC3 mRNA 
(red). (C) MiR-1291 decreases IRE1a expression whereas it increases that of GPC3. 
HuH7 cells were transfected with a control miRNA, miR-1291, an anti-miR-1291 
(AM1291) or a combination of miR-1291 and AM1291 (M+AM). The relative 
expression of IRE1a and GPC3 mRNA was measured using RT-qPCR (ANOVA: 
P<0.0001; n=10). ***p<0.001. (D) HuH7 cells were transfected with the above-
mentionned small RNAs. Three days later, IRE1a (top panel) and GPC3 (middle 
panel) protein expression was detected using Western blot and normalized to that of 
GAPDH (bottom panel).  
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Figure 3: miR-1291 targets and destabilizes IRE1a mRNA through its 5'-UTR. 
(A) IRE1a 5’UTR contains a potential miR-1291 site. Schematic representation of 
miR-1291/IRE1a 5’UTR interaction using RNAhybrid. (B) Top panel: schematic 
representation of IRE1a 5'-UTR-GFP transgene. Bottom panel: Schematic 
representation of miR-1291 pairing with IRE1a 5'-UTR in its wild type or mutated 
form. (C) HuH7 cells expressing the indicated transgenes were transfected with the 
indicated small RNAs. Three days later, GFP protein expression (P/TCN ratio (Laloo 
et al. 2009)) was measured (ANOVA: P<0.0001; n=3). **p<0.01; ***p<0.001. (D) 
HuH7 cells expressing the wt-IRE1a 5'-UTR-GFP transgene were transfected with a 
control RNA or miR-1291. After 3 days, FunREG ratios were calculated as described 
in Figure 1A (ANOVA: P<0.0001; n=4). ***p<0.001. 
 
Figure 4: IRE1a destabilizes GPC3 mRNA. (A) IRE1a mediates XBP1 mRNA 
splicing upon ER stress. ER stress-induced splicing of XBP1 mRNA yields a 
transcript with a 26-nucleotide deletion in comparison to the unspliced transcript. 
HuH7 cells transfected with the indicated siRNAs were exposed to dithiothreitol 
(DTT) for 6h or to tunicamycin (Tun) for 24h. Then XBP1 mRNA splicing was 
monitored by RT-PCR. (B-C) IRE1a-silencing increases GPC3 expression. HuH7 
cells were transfected with the indicated small RNA and then treated or not with DTT 
or Tun. Three days later, mRNA and protein expression (ANOVA: P<0.0001; n=8) 
was measured by qPCR (B) and Western blotting (C). GPC3 and non-glycosylated 
GPC3 (ngGPC3) proteins were as shown. ***p<0.001. (D) IRE1a-silencing stabilizes 
GPC3 mRNA. HuH7 cells were transfected with the indicated small RNA. Three days 
later, GPC3 and ALB mRNA were measured at different times following transcription 
inhibition using actinomycin D (ANOVA: P<0.0001; n=3). *p<0.05; **p<0.01. 
 
Figure 5: IRE1a cleaves GPC3 mRNA at a canonical site located in its 3'-UTR. 
(A) Three potential IRE1a-mediated cleavage sites are present in GPC3 mRNA. Top: 
Sequence alignment of IRE1a cleavage sites in XBP1 and GPC3 mRNAs. Bottom: 
Two-dimensional M-Fold RNA modeling of potential IRE1a cleavage sites in GPC3 
mRNA. (B) IRE1a cleaves GPC3 mRNA within its 3'-UTR in vitro. Total RNA 
extracted from HuH7 cells was incubated with heat-inactivated or not GST-IRE1acyto. 
IRE1a-mediated cleavage of GPC3 mRNA was monitored by PCR at the indicated 
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site. (C-D) IRE1a directly targets the 2039/40 cleavage site in GPC3 3'-UTR. (C) 
Expected GPC3 mRNA products following IRE1a-mediated cleavage at the 2039/40 
site. (D) In vitro-transcribed wild-type and IRE1a-site deleted GPC3 RNAs were 
incubated or not with heat-inactivated or not GST-IRE1acyto in presence or absence 
of RNase H. Resulting reaction products were resolved on denaturing agarose gels. 
(E) Schematic representation of the expected GPC3 mRNA products following 
IRE1a-mediated cleavage and their subsequent degradation by the exonucleases 
SKI2, XRN1 and XRN2. (F) HuH7 cells were transfected with the indicated small 
RNAs. Three days later, presence of the two mRNA fragments was measured using 
RT-qPCR (ANOVA: P<0.0001; n=6). *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001. 
 
Figure 6: miR-1291 up-regulates GPC3 through inhibition of IRE1a expression. 
(A) Overexpression of IRE1a lacking its mRNA 5'-UTR rescues miR-1291-mediated 
increase in GPC3 mRNA. HuH7 cells were transfected with the indicated plasmid and 
small RNA. Then GPC3 mRNA expression was measured using RT-qPCR (ANOVA: 
P<0.0001; n=5). *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001. (B) Schematic representation of miR-
1291-mediated GPC3 up-regulation through inhibition of IRE1a expression. The grey 
frame indicates the original observation that miR-1291 upregulates GPC3 mRNA 
expression through its 3'-UTR. The green dashed arrow indicates a positive and 
indirect regulation of GPC3 mRNA expression. Red signs indicate negative and 
direct regulations. 
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Table S1: siRNA sequences 












Table S2: Primer pairs used for PCR and qPCR studies 
Gene ID Forward Reverse 
PCR   
XBP1 5’-GGAACAGCAAGTGGTAGA-3’ 5’-CTCAGTGTAGCCCAGGATGC-3’ 
no site 1 5’- GATGCTGCTCAGCTTGGACT-3' 5’- GAAGAAGGAGCGGACTTGGT-3' 
(331/332) 5’- ACCAAGTCCGCTCCTTCTTC -3' 5’- TGGAGTCAGGCTTGGGTAGT-3' 
(1494/1495) 5’- CCAGCCGAAGAAGGGAACTA -3' 5’- TGGCTGTATCTCTCCACGAG-3' 
no site 2 5’- AACTCCGAAGGACAACGAGA -3' 5’- GCACCAGGAAGAAGAAGCAC-3' 
(2039/2040) 5’- TCATTCCCCGCTGAAGCTTC -3' 5’- GAGAGGTACCCAAAGAAATCCATGCAAAGA-3' 
GAPDH 5’-TTGGTATCGTGGAAGGACTCATG-3' 5’-GGATGATGTTCTGGAGAGCCC-3' 
qPCR   
18S 5'-GGATCCATTGGAGGGCAAGT-3' 5'-CCGCTCCCAAGATCCAACTA-3' 
IRE1a 5’-GGCCTGGTCACCACAATTAG-3’ 5’-ATTCCCTCCTCTCCCTTCCT-3’ 
GTPBP1 5'-TAGAGGAGCTGATGGGTTGG-3' 5'-GGCACCTTCACAGTCACCTT-3' 
EDC3 5'-GCTACAGATTGGCTGGGAAG-3' 5'-GACCTGATCCACAGCTGACA-3' 
GPC3 1 5'-AACTCCGAAGGACAACGAGA-3' 5'-GCACCAGGAAGAAGAAGCAC-3' 
GPC3 2 5'-ACCCTGTGGTCTTCCTCGAT-3' 5'-CTTCATGGCTGGAGGAGGTA-3' 
ALB 5'-CTTACGTGCATCTCGACGAA-3' 5'-TGCTAATTTCCCTCCGTTTG-3' 
CHOP 5'-ATTGACCGAATGGTGAATCTGC-3' 5'-AGCTGAGACCTTTCCTTTTGTCTA-3' 
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Supplemental Figure Legends 
 
 
Supplementary Figure S1: Absolute quantification of miR-122, miR-1271 and 
miR-1291 expression in HuH7 cell line. 
 
Supplementary Figure S2: miR-1291 expression is independent of IRE1a 
expression and of ER stress induction. HuH7 cells transfected with the indicated 
siRNAs were exposed to DTT (6h) or Tun (24h). Then miR-1291 expression was 
measured (ANOVA: P<0.0001; n=5). 
 
Supplementary Figure S3: miR-1291 specifically alters IRE1a signaling 
independently of ER stress. (A) Overexpression of miR-1291 does not affect PERK 
signaling upon Tun treatment. HuH7 cells transfected with the indicated small RNA 
were exposed to Tun (24h). Then CHOP mRNA expression was measured (ANOVA: 
P<0.0001; n=5). ***p<0.001. (B) miR-1291 selectively affects IRE1a signaling. HuH7 
cells transfected with the indicated small RNA were exposed to DTT (6h). Then XBP1 
mRNA splicing was monitored.  
 
Supplementary Figure 4: Overexpression of IRE1a lacking the 5’UTR-located 
miR-1291 site. HuH7 cells were transfected with the indicated vector and small RNA. 
Then IRE1a mRNA expression was measured (ANOVA: P<0.0001; n=5). **p<0.01. 
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Dans ce travail, j’ai démontré que miR-1291 augmente l’expression du GPC3 en 
inhibant un facteur inhibiteur intermédiaire. Une analyse in silico a permis d’identifier IRE1a 
comme candidat. IRE1a est une protéine transmembranaire du réticulum endoplasmique (RE) 
qui participe à « l’Unfolded Protein Response » (UPR), une réponse adaptative activée lors de 
l’accumulation de protéines mal conformées dans le RE (Figure 30).  
 
 
Figure 30 : La voie "Unfolded Protein Response" 
 
Différentes modifications environnementales des cellules (carences en nutriments, en 
oxygène, exposition à des toxiques) peuvent perturber l’homéostasie du RE en affectant les 
fonctions basales de repliement des protéines membranaires et/ou sécrétées, s’en suit une 
accumulation anormale de protéines mal conformées dans le lumen du RE et un stress. La 
voie UPR est alors activée afin de rétablir l’homéostasie du RE via (i) l’induction de la 
transcription de gènes codant pour des protéines chaperonnes ou pour des protéines 
impliquées dans les mécanismes de dégradation associés au RE et (ii) l’inhibition globale de 
la synthèse protéique (Schroder and Kaufman, 2005). Ces événements tendent à limiter 
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l’entrée de nouvelles protéines dans le RE et à faciliter le repliement et/ou la clairance de 
celles qui y sont accumulées. La voie UPR est modulée par trois protéines transmembranaires 
du RE (Figure 30) : la « protein kinase RNA-like ER kinase » (PERK), l’« activation 
transcription factor-6 » (ATF6) et IRE1a (Ron and Walter, 2007 ; Walter and Ron, 2011). 
Lors d’un stress du RE, la protéine chaperonne GRP78, la plus abondante du RE, se dissocie 
de ces trois protéines, aboutissant à leur activation.  
 
· La voie ATF6 : 
ATF6 est un facteur de transcription qui, dissocié de GRP78, est ensuite exporté vers 
l’appareil de Golgi où il est clivé dans sa forme active. ATF6 clivé transloque dans le noyau 
où il induit la transcription des gènes présentant un promoteur avec le « ER Stress Response 
Element » (ERSE), dont le gène « X-box Binding Protein 1 » (XBP1) (Figure 30A).  
 
· La voie PERK : 
PERK s’active suite à la dissociation de GRP78 par un mécanisme de dimérisation et de 
trans-autophosphorylation. Une fois activée, PERK phosphoryle eIF2α, un facteur qui active 
la traduction de protéines, ce qui entraîne son inhibition et une diminution globale de la 
synthèse protéique (Harding et al., 2000). De plus, ATF4, qui contient un cadre de lecture 
ouvert dans son 5’NT, est préférentiellement traduit quand eIF2a est limitant. ATF4 est un 
facteur de transcription contrôlant l’expression de gènes impliqués dans l’apoptose (comme 
CHOP/GADD153, GADD34) (Figure 30B). 
 
· La voie IRE1a : 
IRE1a tout comme PERK, s’active suite à la dissociation de GRP78 par un mécanisme 
impliquant son oligomérisation et sa trans-autophosphorylation. Ceci conduit à un 
changement conformationnel qui, lui-même, induit une activité endoribonucléase intrinsèque 
qui permet l’épissage non conventionnel de l’ARNm codant pour XBP1. L’épissage de 26 nt 
de l’ARNm codant pour XBP1 peut se produire grâce à l’intervention d’une ligase encore 
inconnue chez les mammifères et entraîne un décalage de son cadre de lecture et aboutissant à 
la traduction d’un facteur de transcription XBP1 « spliced » (XBP1s). Les gènes cibles de 
XBP1s codent pour des chaperonnes du RE, dont GRP78, et des protéines impliquées dans la 
dégradation des protéines mal repliées (Walter and Ron, 2011). De plus, l’activité 
endoribonucléasique d’IRE1a a récemment été impliquée dans un mécanisme nommé 
« Regulated IRE1a Dependent Decay of mRNA » (RIDD) qui induit la dégradation d’ARNm 
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codant pour des protéines sécrétées et des protéines membranaires (Hollien et al., 2009; 
Hollien and Weissman, 2006 ) (Figure 30C). 
 
Le GPC3 étant une protéine membranaire à ancre GPI, elle utilise la voie de sécrétion 
pour atteindre la membrane plasmique. J’ai donc émis l’hypothèse que l’ARNm du GPC3 
pourrait être un nouveau substrat du RIDD. En testant expérimentalement cette hypothèse, j’ai 
démontré qu’IRE1a clive l’ARNm codant pour le GPC3 dans sa région 3’NT grâce à son 
activité endoribonucléase. D’autre part, le miR-1291 cible directement l’ARNm codant pour 
IRE1a dans sa région 5’NT. Cette étude a permis de démontrer que l’inhibition de 
l’expression d’IRE1a par le miR-1291 induit une surexpression du GPC3 dans des lignées 
cellulaires humaines dérivées de CHC.  
 
MiR-1291 est surexprimé dans 20% des CHC, correspondant aux groupes G2 et G3 
(présenté en Figure 29). D’après des données préliminaires d’analyse transcriptomique 
(données non publiées de Yannick Ladeiro), (i) l’expression d’IRE1a et du miR-1291 
corrèlent négativement dans les groupes G2 et G3 (Figure 31A), (ii) l’expression d’IRE1a et 
du GPC3 corrèlent négativement dans l’ensemble des échantillons de CHC (Figure 31B) et 




Figure 31 : Analyse corrélative de l'expression du miR-1291, du GPC3 et d'IRE1a  dans les échantillons de CHC (B) 
ou dans les groupes G2 et G3 (A et C). 
 
Cependant, les données présentées ci-dessus ont été obtenues à partir d’un faible 
nombre d’échantillons de CHC et nécessiteraient une validation sur un plus grand nombre de 
tumeurs. Ces premiers résultats sont concordants avec nos résultats obtenus dans des cellules 
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en culture, et nous permettent d’émettre l’hypothèse que le miR-1291 participe à la 
surexpression du GPC3 dans les groupes G2 et G3 en inhibant l’expression d’IRE1a. Une 
perspective intéressante de ce projet serait donc d’étudier le rôle du miR-1291 dans la 
modulation de la voie UPR et son implication dans le CHC.  
 
Un des principaux obstacles à la survie des cellules cancéreuses est de devoir faire 
face à des conditions environnementales hostiles qui affectent le bon repliement des protéines 
néo-synthétisées. L’initiation, la promotion et la progression des cancers nécessitent une 
adaptation constante des cellules cancéreuses à ces différents stresses afin d’échapper à la 
mort cellulaire. Dans les cancers, l’activation de la voie UPR représente un avantage sélectif, 
car elle est cytoprotective : elle accroît les capacités d’adaptation des cellules cancéreuses et 
augmente leur survie dans des conditions hostiles (Lhomond and Chevet, 2012 ; Moenner et 
al., 2007). 
 
L’activation de la voie UPR dans les hépatocytes a été décrite dans différentes 
pathologies associées au CHC, les hépatites virales, l’alcoolisme, NAFLD, NASH (voir 
section II 1.1) (Malhi and Kaufman, 2011). Dans le CHC, GRP78, ATF6/ATF6 clivé, 
XBP1/XBP1s sont surexprimés dans les tumeurs peu différenciées et sont impliqués dans la 
progression et l’invasion tumorale ((Arai et al., 2006 ; Shuda et al., 2003 ; Su et al., 2010). 
IRE1a a deux fonctions contradictoires dans l’oncogenèse (Han et al., 2009). L’axe 
IRE1/XBP1 favoriserait l’adaptation des cellules tumorales au stress en augmentant les 
capacités de repliement et de synthèse protéique du RE. À l’opposé, l’activation du RIDD 
réduirait la croissance tumorale en dégradant des protéines pro-oncogéniques (Dejeans et al., 
2012 ; Hollien and Weissman, 2006). Dans les cancers, l’activation d’IRE1a est 
majoritairement décrite comme pro-oncogénique (Auf et al., 2010 ; Dejeans et al., 2012; 
Drogat et al., 2007 ). Pourtant, des mutations somatiques ponctuelles d’IRE1a ont été 
retrouvées dans des cancers du rein, des poumons, de l’ovaire, de l’estomac, du cerveau et du 
foie (Greenman et al., 2007 ; Guichard et al., 2012; Parsons et al., 2008 )). Certaines sont 
associées à des pertes de fonction d’IRE1a ((Xue et al., 2011)et données non publiées de 
Stéphanie Lhomond). Le rôle de la surexpression du miR-1291 au cours de la progression du 
CHC reste donc à élucider. Selon le modèle suivant (Figure 32), il pourrait représenter un 
avantage sélectif pour les cellules cancéreuses. 
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Figure 32 : ATF6 et miR-1291 modulent la voie UPR pour augmenter les capacités de repliement du RE et 
l'expression de pro-oncogènes dans les cellules cancéreuses. 
 
Les miARNs sont des régulateurs fins de l’expression génique et sont décrits comme des 
modulateurs de nombreuses voies de signalisation. Nos résultats indiquent que miR-1291 
réduit de ~40% le RIDD et l’épissage de XBP1 dans des lignées de CHC. Ces résultats nous 
permettent de proposer un modèle dans lequel l’atténuation du RIDD représenterait un 
avantage pour les cellules tumorales, car elle permettrait d’augmenter l’expression de 
protéines pro-oncogéniques telle que le GPC3. En revanche, la diminution de l’épissage de 
l’ARNm codant pour XBP1 pourrait réduire les capacités de repliement du RE. Cet obstacle 
pourrait être surmonté par la surexpression d’ATF6 dans le CHC qui induit une augmentation 
de la quantité de la forme non épissée de XBP1 (Arai et al., 2006; Shuda et al., 2003 ). Cette 
augmentation pourrait alors compenser l’effet répresseur du miR-1291 sur l’épissage de 
XBP1 en augmentant la quantité de substrat pour IRE1a. Ainsi la surexpression/activation 
d’ATF6 et du miR-1291 apporterait un avantage sélectif aux cellules cancéreuses (i) en 
augmentant la résistance des cellules aux stresses via l’augmentation de XBP1 et (ii) en 
augmentant l’expression de pro-oncogènes via l’atténuation du RIDD. 
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CONCLUSION GÉNÉRALE ET PERSPECTIVES 
 
Les deux projets présentés dans la section des résultats m’ont permis d’identifier des 
régulateurs post-transcriptionnels du GPC3 et de caractériser leur mode d’action. Sur la base 
des corrélations effectuées entre l’expression des miARNs et du GPC3 dans différents 
groupes de CHC, il est possible d’envisager que ces deux miARNs participeraient aux 
mécanismes conduisant à la surexpression du GPC3 dans le CHC. Pour obtenir ces résultats, 
j’ai réalisé un crible fonctionnel permettant d’évaluer l’impact des miARNs sur le 3’NT du 
GPC3, puis combiné les résultats avec une analyse globale in silico et différentes étapes de 
validation expérimentale. Cette approche intégrée m’a permis d’identifier cinq miARNs 
régulateurs positifs ou négatifs de l’expression du GPC3. De plus, dans la perspective de 
caractériser les mécanismes de régulation positive de l’expression du GPC3 qui dépendent de 
ces miARNs, j’ai pu identifier la protéine IRE1a comme un nouvel acteur de ces mécanismes. 
La Figure 33 résume l’ensemble des régulateurs connus de l’expression du GPC3 décrits 
dans la section II 3.4 ou identifiés au cours de ma thèse. 
 
 
Figure 33 : Représentation schématique de l'ensemble des régulateurs connus de l'expression du GPC3. 
Les facteurs de transcription et les miARNs sont représentés en rouge s’ils régulent positivement l’expression du GPC3 ou en 
bleu s’ils régulent négativement son expression. Les enzymes sont en vert. Les flèches grises indiquent des régulations 
potentielles non démontrées expérimentalement. 
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Parmi les différents régulateurs identifiés, deux miARNs ont plus particulièrement attiré mon 
attention, car leur expression corrèle avec la surexpression du GPC3 dans certains groupes 
spécifiques de CHC : 
 
· miR-1271 cible directement la région 3’NT du GPC3. Il est globalement sous-exprimé 
dans 92% des CHC et sa sous-expression corrèle avec la surexpression du GPC3 dans 
les CHC de patients infectés par le VHB. 
 
· miR-1291 régule positivement l’expression du GPC3 en réprimant l’expression 
d’IRE1a. Il est surexprimé dans 20% des CHC, c’est-à-dire ceux correspondant aux 
groupes G2 et G3 et d’après des résultats préliminaires (présentés en Figure 29) sa 
surexpression corrèle positivement avec celle du GPC3. 
 
Les perspectives de travail engendrées par ces résultats sont multiples : 
 
La première perspective possible viserait à comprendre comment l’intégration des signaux 
médiés par l’ensemble de ces régulateurs peut conduire à moduler l’expression du 
GPC3. 
 
MiR-1271 et l’axe de régulation miR-1291/IRE1a sont co-exprimés dans le CHC. Il 
serait par exemple intéressant d’étudier l’effet global/intégré de ces deux mécanismes de 
régulation sur l’expression du GPC3. Ils sont simultanément dérégulés dans les groupes G2 et 
G3 qui correspondent à des groupes de CHC dans lesquels le GPC3 est le plus surexprimé. 
Ces deux voies de régulation pourraient donc agir de manière synergique pour augmenter 
l’expression du GPC3 dans le CHC et de ce fait donner aux cellules cancéreuses/à la tumeur 
un avantage sélectif. Les différentes combinaisons d’expression des régulateurs du GPC3 
(Figure 33) pourraient par conséquent justifier la complexité des profils d’expression du 
GPC3 observés dans le foie fœtal, le foie adulte et le foie tumoral. Par ailleurs, l’implication 
de la protéine IRE1a et des cinq miARNs validés dans la régulation de l’expression du GPC3 
pourrait être étudiée dans d’autres pathologies associées au GPC3 (SGBS, cancers, voir 
section II .3.3). 
 
Une deuxième perspective intéressante découlant de mon travail viserait à identifier les 
mécanismes impliqués dans la dérégulation de miR-1271 et miR-1291. 
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Jusqu’à présent, différents mécanismes, décrits dans la section I.4.3., ont été impliqués 
dans la dérégulation de l’expression des miARNs dans les cancers. D’après les données de la 
littérature, certains d’entre eux pourraient être responsables de la dérégulation du miR-1271 et 
miR-1291 dans le CHC. 
 
- La modification des mécanismes épigénétiques ? 
Les gènes des miR-1271 et miR-1291 sont respectivement localisés aux régions 
génomiques 5q35 et 12q13 qui pourraient être soumises à des réarrangements 
chromosomiques (Feitelson and Lee, 2007). En effet, les gènes codant pour ces deux miARNs 
sont localisés dans des sites chromosomiques fragiles (respectivement FRA5G et FRA12A) 
(Calin et al., 2004). Qui plus est, les groupes G2 et G3, dans lesquels miR-1291 est 
surexprimé, sont associés à une forte instabilité chromosomique (Boyault et al., 2007) et le 
chromosome 12q est amplifié dans le CHC (Zondervan et al., 2000). De plus, les gènes des 
miR-1271 et miR-1291 sont proches de sites récurrents d’intégration du VHB (Murakami et 
al., 2005; Zondervan et al., 2000 ) qui peut aussi provoquer une instabilité génomique (voir 
section II 1.1), ce qui pourrait aussi expliquer la forte corrélation de la surexpression du miR-
1271 et de celle du GPC3 dans des CHC résultant de l’infection par le virus de l’hépatite B. 
 
- La variation de l’activité de facteurs de transcription ? 
Les facteurs de transcription c-MYC et p53 contrôlent l’expression de nombreux 
miARNs et pourraient participer à leur dérégulation dans le CHC (voir section I 4.3.2). Une 
étude récente a révélé que c-MYC participe à la surexpression du GPC3 dans le CHC (Li et 
al., 2012). Il serait donc intéressant de voir si cet effet est uniquement transcriptionnel. C-Myc 
pourrait par exemple contrôler l’expression de miR-1271 et miR-1291 et ainsi augmenter 
l’expression du GPC3 par un mécanisme post-transcriptionnel (Figure 33). Par ailleurs, p53 
pourrait réguler l’expression du miR-1291, les groupes G2 et G3 étant caractérisés par des 
mutations inactivatrices de p53 (Boyault et al., 2007), il pourrait participer à sa surexpression. 
 
- L’altération de la biogénèse des miARNs ? 
L’inhibition de la maturation des miARNs est un mécanisme impliqué dans la 
diminution globale des miARNs dans les cancers (voir section I 4.3.3). Dicer, une protéine 
impliquée dans la biogénèse des miARNs, est sous-exprimée dans le CHC et diminue la 
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production de miARNs matures (Wu et al., 2011). Cette altération pourrait contribuer à la 
sous-expression globale du miR-1271 dans les CHC. De plus, p53 est aussi impliqué dans la 
biogénèse des miARNs, il favorise la maturation de certains pri-miARNs (Bates et al., 2005; 
Suzuki et al., 2009 ) et il pourrait diminuer l’expression du miR-1271 de manière post-
transcriptionnelle. Bien sûr, ces résultats n’expliqueraient pas la surexpression observée du 
miR-1291 dont l’expression pourrait, quant à elle, être dépendante de mécanismes alternatifs 
de régulation. 
 
Nos travaux soulignent l’importance de l’utilisation d’approches systémiques pour 
étudier les réseaux miARNs : ARNm cible ainsi que la complexité des systèmes biologiques 
étudiés qui reflète probablement l’hétérogénéité tumorale observée dans les CHC. En effet, 
les miARNs sont des régulateurs fins de l’expression génique. L’altération de leur expression 
dans les cancers module de nombreuses voies de signalisation et affecte différents processus 
biologiques liés au phénotype tumoral. Au cours de ma thèse, j’ai démontré que miR-1271 
réprime l’expression du GPC3 alors qu’à l’opposé miR-1291 l’augmente en atténuant 
l’expression d’IRE1a. Ces deux mécanismes pourraient être impliqués dans la surexpression 
du GPC3 dans le CHC et pourraient ainsi participer à la carcinogénèse hépatique. A terme, il 
est envisageable de proposer que la compréhension des mécanismes de régulation de 
l’expression du GPC3, impliquant les miARNs et l’identification des acteurs moléculaires 
impliqués, pourraient constituer une source de cibles thérapeutiques applicables pour le 
traitement du CHC. 
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ANNEXE 1: Closing the gap on Drug Induced Liver Injury 
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ANNEXE 2: Analysis of post-transcriptional regulation using the 
FunREG method 
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ANNEXE 3: Molecular basis of differential target regulation by 
miR-96 and miR-182: the Glypican-3 as a model 
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Le Glypican-3 (GPC3) est surexprimé dans 72% des carcinomes hépatocellulaire (CHC). C’est un co-
récepteur membranaire du récepteur WNT, qui appartient à la famille des protéoglycanes à sulfates 
d'héparane. L'objectif général de ma thèse vise à étudier les mécanismes de régulation post-
transcriptionnelle de l’expression du GPC3 dans le CHC. Pour cela, j’ai développé un test fonctionnel 
qui m’a permis de cribler une bibliothèque de 876 microARNs humains. Ceci a conduit à 
l’identification de 5 microARNs régulateurs de l’expression de l’ARNm codant pour le GPC3 via sa 
région 3’ non traduite (NT). Mon travail de thèse porte plus particulièrement sur le miR-1271 et le 
miR-1291 car ils sont dérégulés dans le CHC et sont respectivement inhibiteur et inducteur de 
l’expression du GPC3. Dans un premier projet, j’ai démontré que le miR-1271 cible directement la 
région 3’NT du GPC3 et diminue la stabilité de son ARNm. Ce microARN est sous-exprimé dans le 
CHC et son expression corrèle négativement avec celle de l'ARNm du GPC3 dans les CHC associés à 
une infection par le virus de l’hépatite B. Dans un deuxième projet, j’ai démontré que le miR-1291 
régule positivement l’expression du GPC3 en inhibant un facteur intermédiaire. Une analyse in silico a 
permis d’identifier IRE1a comme candidat. IRE1a est une protéine transmembranaire du réticulum 
endoplasmique (RE) qui participe à « l’Unfolded Protein Response », une réponse adaptative activée 
lors de l’accumulation de protéines mal conformées dans le RE. J’ai démontré qu’IRE1a clive 
l’ARNm codant pour le GPC3 grâce à son activité endoribonucléase. D’autre part, le miR-1291 cible 
directement l’ARNm codant pour IRE1a dans sa région 5’NT ce qui inhibe son expression et induit 
une surexpression du GPC3. Le miR-1291 est surexprimé dans le CHC et son expression corrèle 
positivement avec celle de l’ARNm du GPC3. 
En conclusion, mon travail de thèse m’a permis de mettre en évidence et de caractériser deux 
nouveaux microARNs (miR-1271 et miR-1291) contrôlant l’expression du GPC3 par des mécanismes 
directs ou indirects. La pertinence physiopathologique de ces régulations dans le CHC est en accord 
avec les niveaux d’expression respectifs de ces microARNs, qui pourraient contribuer à la 
surexpression du GPC3 dans ces tumeurs.  
  
Summary 
Glypican-3 (GPC3) is overexpressed in 72% of hepatocellular carcinoma (HCC). It is a co-receptor for 
WNT receptor and belongs to the heparan sulfate proteoglycans family. The general objective of my 
PhD thesis was to study the mechanisms by which GPC3 is post-transcriptionnally regulated in HCC. 
To this end, I developed a functional test that allowed me to screen a library of 876 human 
microRNAs. This led me to identify 5 microRNAs that regulate the expression of GPC3 mRNA 
through its 3’Untranslated Region (UTR). The work presented in this thesis particulary focuses on 
miR-1271 and miR-1291 as both microRNAs present a deregulated expression in HCC and are 
respectively inhibitor and activator of GPC3 mRNA expression. In a first project, I demonstrated that 
miR-1271 directly binds to GPC3 mRNA 3’UTR and affects its stability. This microRNA is 
underexpressed in HCC and its expression negatively correlates with that of GPC3 mRNA in a 
subgroup of HCC corresponding to those associated with hepatitis B virus infection. In a second 
project, I demonstrated that miR-1291 postively regulates the expression of GPC3 mRNA by targeting 
an intermediate factor. An in silico analysis led to the identification of the Inositol Requiring Enzyme 
1 alpha (IRE1a) as a potential candidate. IRE1a is an endoplasmic reticulum (ER) resident type I 
transmembrane protein and contributes to the signaling of the Unfolded Protein Response (UPR). The 
UPR is an adaptive response activated upon accumulation of improperly folded proteins in the ER. I 
showed that IRE1a cleaves GPC3 mRNA through its endoribonuclease activity. Moreover I 
demonstrated that miR-1291 directly targets IRE1a mRNA through its 5’UTR, thereby decreasing its 
expression and contributing to GPC3 mRNA overexpression. MiR-1291 is overexpressed in HCC and 
its expression positively correlates with that of GPC3 mRNA. 
In summary, the work carried out during my PhD allowed the identification and the characterization of 
two new microRNAs (miR-1271 and miR-1291) that control the expression of GPC3 mRNA through 
direct or indirect mechanisms. The pathophysiological relevance of these regulatory mechanisms is in 
agreement with the respective expression levels of these microRNAs in HCC, which could therefore 
contribute to the overexpression of GPC3 in those tumors. 
